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Relatorio Descritivo da Patente de Invengdo para "USO DE
SDF-1 PARA O TRATAMENTO E/OU PREVENGAO DE DOENGCAS NEU-
ROLOGICAS E COMPOSIGAO FARMACEUTICA".

Campo da Invencédo

A presente invengao geralmente refere-se a doengas neurolégi-
cas associadas a neuroinflamagdo. Mais especificamente, a presente inven-
¢ao se refere ao uso de SDF-1 para a fabricacdo de um medicamento para
tratamento e/ou prevengdo de uma doenga neurologica.

Antecedentes da Invencéao

Doencas neuroldgicas associadas a neuroinflamacéo.

Neuroinflamagdo € uma caracteristica comum a maioria das do-
engas neuroldgicas. Muitos estimulos dao origem a neuroinflamacao, a qual
pode ser ou induzida por sofrimento neuronal ou oligodendroglial, ou ser
uma consequéncia de um trauma, de uma lesdo nervosa central ou periféri-
ca ou de uma infecgao viral ou bacteriana. As principais consequéncias de
neuroinflamacao sdo (i) secre¢ao de varias quimocinas inflamatorias por as-
trocitos, células microglias; e (ii) recrutamento de leucécitos adicionais, os
quais estimulardo adicionalmente astrécitos ou microglias. Em doengas neu-
rodegenerativas cronicas tais como esclerose multipla (MS), doenga de Al-
zheimer (AD) ou esclerose lateral amiotréfica (ALS), imagina-se que a pre-
sencga de neuroinflamagao persistente participe da progressao da doenga.
Doencas neuroldgicas associadas com neuroinflamag¢ao também podem ser
referidas como doengas inflamatéris neuroldgicas.

Doencas neurodegenerativas cronicas

Em doengas neurodegenerativas crénicas, a patologia esta as-
sociada a uma reagao inflamatoria. Evidéncia recente sugere que inflamagéao
sistémica pode ter impacto sobre inflamagao local no cérebro doente levan-
do a sintese exagerada de citocinas inflamatorias e outros mediadores no
cérebro, os quais podem, por sua vez, influenciar o comportamento (Perry,
2004). Doengas neurodegenerativas crénicas compreendem, entre outras,
esclerose multipla (MS), doenga de Alzheimer (AD), doenga de Parkinson

(PD), doenca de Huntington (HD), esclerose lateral amiotrofica (ALS),
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atrofia sistémica muitipla (MSA), doencga de prions e Sindrome de Down.

A doencga de Alzheimer (AD) é um distarbio envolvendo deterio-
racdo em fungdes mentais resultantes de alteragdes no tecido cerebral. Isto
inclui encolhimento dos tecidos cerebrais, nao provocados por disturbios dos
vasos sanguineos, deméncia degenerativa primaria e atrogia cerebral difusa.
A doenga de Alzheimer também é denominada deméncia senil / do tipo de
Alzheimer (SDAT). Evidéncia consideravel obtida na ultima década corrobo-
rou a conclusdo de que neuroinflamagao esta associada a patologia da do-
enca de Alzheimer (AD) (Tuppo e Arias, 2005).

A doenga de Parkinson (PD) é um distarbio do cérebro caracteri-
zado por tremor e dificuldade com a marcha, o movimento, e a coordenacgao.
A doenga esta associada a lesdo de uma parte do cérebro que controla o
movimento muscular. Também é denominada paralisia agitans ou paralisia
agitante. Crescente evidéncia de estudos humanos e animais sugeriram que
neuroinflamagao é um importante contribuinte para a perda neuronal na do-
enca de Parkinson (Gao et al., 2003).

A doencga de Huntington (HD) é uma doenga inflamatéria neuro-
l6gica hereditaria autossémica dominante. A doenga geralmente ndo se tor-
na clinicamente aparente até a quinta década de vida, e resulta em disturbio
psiquiatrico, disturbio de movimentos involuntarios, e declinio cognitivo as-
sociado a progressao inexoravel para morte, tipicamente 17 anos depois do
inicio.

Esclerose Lateral Amiotrofica (ALS) € um distarbio que causa
perda progressiva do controle nervoso de musculos voluntarios devido a
destruicao de células nervosas no cérebro e na medula espinhal. A esclero-
se lateral amiotréfica, também denominada doenga de Lou Gehrig, € um dis-
tarbio envolvendo perda do uso e do controle dos musculos. Os nervos que
controlam estes musculos encolhem e desaparecem, o que resulta em perda
de tecido muscular devido a falta de estimulagdo nervosa. Embora permane-
¢a desconhecida a causa fundamental da esclerose lateral amiotréfica, neu-
roinflamagao pode ter um papel chave na esclerose lateral amiotrofica
(Consilvio et al., 2004).
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Atrofia sistémica multipla (MSA) € uma doenga neurodegenerati-
va esporadica, de inicio em adulto, de etiologia desconhecida. A condi¢ao
pode ser unica entre doengas neurodegenerativas cronicas pelo papel pro-
eminente, se nao primario, desempenhado pelas células oligodendrogliais no
processo patogenético. Dados corroboram um papel para genes relaciona-
dos com inflamagao em risco para MSA (Infante et al., 2005). A principal di-
ferenga com a doencga de Parkinson € que os pacientes com atrofia sistémi-
ca multipla nao respondem a tratamento com L-dopa.

Esclerose multipla (MS) € uma doenga desmielinizante inflama-
téria do sistema nervoso central (SNC) que toma um curso recorrente-
remitente ou um curso progressivo. A esclerose multipla ndo € a unica doen-
¢a desmielinizante. Seu complemento no sistema nervoso periférico (SNP) é
a polirradiculoneuropatia desmielinizante inflamatéria cronica (CIDP). Além
disso, ha disturbios monofasicos agudos, tais como a polirradiculoneuropatia
desmielinizante inflamatéria denominada sindrome de Guillain-Barré (GBS)
no sistema nervoso periférico, e a encefalomielite aguda disseminada (A-
DEM) no sistema nervoso central. Tanto a esclerose multipla quanto a sin-
drome de Guillain-Barré sao sindromes heterogéneas. Na esclerose multipla,
diferentes ataques exdgenos junto com fatores genéticos podem resultar em
um curso de doenca que finalmente satisfaz os critérios diagndsticos. Em
ambas as doengas, o dano axonal pode se acrescentar a uma lesdo essen-
cialmetne desmielinizante e provocar déficits neurologicos permanentes. A
esclerose multipla € um disturbio autoimune no qual leucécitos do sistema
imune lancam um ataque sobre a substancia branca do sistema nervoso
central (SNC). A substancia cinzenta também pode estar envolvida. Embora
a precisa etiologia da esclerose multipla ndo seja conhecida, fatores contri-
buintes podem incluir infecgdo genética, bacteriana e viral. Em sua manifes-
tacdo classica (85% de todos os casos), caracteriza-se por fases recorrentes
/ remitentes alternadas, as quais correspondem a episédios de disfungao
neurolégica durando varias semanas por recuperag¢ao substancial ou com-
pleta (Noseworthy, 1999). Os periodos de remissao ficam mais curtos com o

tempo. Muitos pacientes entdao entram em uma fase final da doenca caracte-
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rizada por perda gradual de fungédo neuroldégica com recuperagdo parcial ou
nenhuma recuperagdo. Isto € denominado esclerose multipla progressiva
secundaria. Uma pequena proporgao (~15% de todos os pacientes com es-
clerose multipla) sofre um declinio gradual e ininterrupto na fungao neurol6-
gica depois do inicio da doenga (esclerose muitipla progressiva primaria).

Também foi mostrado que doenca de Prions e a Sindrome de
Down envolvem neuroinflamagao (Eikelenboom et al., 2002; Hunter et al,,
2004).

Doencas inflamatorias neurologicas depois de uma infeccao

Algumas neuropatias tais como, por exemplo, encefalomielite
disseminada aguda geralmente segue uma infecgéo viral ou vacinagéao viral
(ou, muito raramente, vacinagao bacteriana), sugerindo uma causa imunolé-
gica para a doenga. Neuropatias periféricas inflamatorias agudas que se-
guem uma vacinagdo viral ou a sindrome de Guillain-Barré sao disturbios
desmielinizantes similares com a mesma imunopatogénese presumida, mas
afetam somente estruturas periféricas.

Mielopatia associada a HTLV, uma doenga da medula espinhal
lentamente progressiva associada a infecgao pelo virus linfotréfico de células
T humanas, é caracterizada por fraqueza espastica de ambas as pernas.

As infeccoes do sistema nervoso central séo infecgbes extre-
mamente graves; a meningite afeta as membranas que circundam o cérebro
e a medula espinhal; a encefalite afeta o proprio cérebro. Os viirus que infec-
tam o sistema nervoso central (cérebro e medula espinhal) incluem herpesvi-
rus, arbovirus, coxsackievirus, echovirus, e enterovirus. Algumas destas in-
feccbes afetam essencialmente as meninges (os tecidos que revestem o
cérebro) e resultam em meningite; outras afetam essencialmente o cérebro e
resultam em encefalite; muitas afetam tanto as meninges quanto o cérebro e
resultam em meningoencefalite. A meningite € muito mais comum em crian-
gas do que a encefalite. Os virus afetam o sistema nervoso central de dois
modos. Eles infectam e destréem diretamente as células durante a doenga
aguda. Depois de recuperagao da infecgao, a reagao imune corporal a infec-

¢ao algumas vezes causa dano secundario das células em torno dos nervos.
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Este dano secundario (encefalomielite pds-infecciosa) resulta em a crianga
ter sintomas varias semanas depois de recuperag¢ao da doenga aguda.

Doencas neuroldgicas depois de lesoes

Lesao do sistema nervoso central induzida por insultos agudos
incluindo trauma, hipdxia e isquemia pode afetar tanto a substancia cinzenta
quanto a substéncia branca. Lesdo do SNC envolve neuroinflamagéo. Por
exemplo, a infiltragdo de leucdécitos no SNC depois de trauma ou inflamagao
€ disparada em parte por hiperregulagéo da quimocina MCP-1 nos astrocitos
(Panenka et al., 2001).

Trauma é uma lesdo ou dano nervoso. Pode ser trauma da me-
dula espinhal, o qual é dano da medula espinhal que afeta todas as fungdes
nervosas que sado controladas em e abaixo do nivel da lesao, inclusive con-
trole muscular e sensagao, ou trauma cerebral, tal como trauma causado por
lesdo fechada da cabecga.

Hipdxia cerebral é uma falta de oxigénio especificamente para
os hemisférios cerebrais, e mais tipicamente o termo é usado para se referir
a uma falta de oxigénio para o cérebro inteiro. Dependendo da gravidade da
hipéxia, os sintomas podem variar de confusdo até dano cerebral irreversi-
vel, coma e morte.

Derrame geralmente & causado por fluxo sanguineo reduzido
(isquemia) do cérebro. Também & denominado doenga ou acidente cerebro-
vascular. E um grupo de distarbios cerebrais envolvendo perda de fungdes
cerebrais que ocorre quando é interrompido o suprimento sanguineo para
qualquer parte do cérebro. O cérebro requer cerca de 20% da circulagao de
sangue no corpo. O suprimento sanguineo primario para o cérebro é através
de 2 artérias no pescogo (as artérias carétidas), as quais em seguida se ra-
mificam dentro do cérebro para multiplas artérias as quais suprem cada uma
uma area especifica do cérebro. Mesmo uma breve interrup¢do do fluxo
sanguineo pode causar diminuigdes na fungao cerebral (déficit neuroldgico).
Os sintomas variam com a area do cérebro afetada e comumente incluem
problemas tais como alteragbes na visdo, alteragbes na fala, redugéo de

movimento ou sensagdo em uma parte do corpo, ou alteragées no nivel de
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consciéncia. Se o fluxo sanguineo for diminuido por mais de uns poucos se-
gundos, células cerebrais na area sao destruidas (infartadas) causando da-
no permanente para esta area do cérebro ou mesmo morte.

Lesao nervosa traumatica pode dizer respeito tanto ao sistema
nervoso central ou ao sistema nervoso periférico. Lesdo nervosa traumatica,
também denominada simplesmente lesdo de cabeca ou lesdo de cabega
fechada, se refere a uma lesdo onde ha dano para o cérebro devido a um
golpe externo a cabega. Acontece principalmente durante acidentes de carro
ou de bicicleta, mas também podem ocorrer em consequéncia de quase afo-
gamento, ataque do coragao, derrame e infecgoes. Este tipo de lesédo cere-
bral traumatica geralmente resultaria devido a falta de oxigénio ou de supri-
mento sanguineo para o cérebro, e portanto também pode ser referido como
uma "lesdo anédxica". Lesao cerebral ou lesdo de cabega fechada ocorre
quando ha um golpe na cabega como em um acidente de veiculo motorizado
ou uma queda. Pode haver um periodo de inconsciéncia imediatamente de-
pois do trauma, o qual pode durar minutos, semanas ou meses. O dano ce-
rebral primario ocorre por ocasiao da lesdo, essencialmente nos locais de
impacto, em particular quando esta presente um fragmento de cranio. Gran-
des contusdes podem estar associadas a uma hemorragia intracerebral, ou
ser acompanhadas por laceragdes corticais. Lesdes axonais difusas ocorrem
em consequéncia de forgas de cisalhamento e de tragdo de processos neu-
ronais por movimentos rotacionais do cérebro dentro do cranio. Pode haver
pequenas lesbes hemorragicas ou dano difuso para os axdnios, 0s quais
somente podem ser detectados microscopicamente. Ocorre dano cerebral
secundario em consequéncia de complica¢gdes que desenvolvem depois do
momento da lesdo. Estas incluem hemorragia intracraniana, lesdo traumati-
ca de artérias extracerebrais, herniagao intracraniana, lesao cerebral hipoxi-
ca ou meningite.

As lesbes da medula espinhal sdo responsaveis pela maioria
das admissoes hospitalares por paraplegia e tetraplegia. Mais de 80% ocor-
rem como um em consequéncia de acidentes nas estradas. Dois grupos

principais de lesdo sdo reconhecidos clinicamente: lesdes fechadas e lesdes
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abertas. As lesbes abertas causam trauma direto da medula espinhal e das
raizes nervosas. Lesodes perfurantes podem causar extensa disrupgdo e he-
morragia. As lesdes fechadas sao responsaveis pela maioria das lesoes es-
pinhais e geralmente estdo associadas a uma fratura / um deslocamento da
coluna vertebral, que geralmente € demonstravel radiologicamente. A lesao
da medula depende da extensdo das lesbes 6sseas e pode ser considerada
em dois estagios principais: lesao primaria, as quais sdo contusoes, transec-
¢oes de fibras nervosas e necrose hemorragica, e lesdo secundaria, as
quais sdo hematoma extradural, enfarte, infecgdo e edema.

Trauma é a causa mais comum de uma lesao localizada para
um Unico nervo. Atividade muscular violenta ou violenta superextenséao de
uma articulacdo podem produzir uma neuropatia focal, como podem peque-
nos traumas repetidos (por exemplo, o ato de agarrar com firmeza pequenas
ferramentas, excessiva vibragdo de martelos pneumaticos). Paralisia por
pressao ou paralisia por estrangulamento geralmente afeta nervos superfici-
ais (ulnar, radial, peroneal) em proeminéncias 6sseas (por exemplo, durante
sono profundo ou durante anestesia em pessoas magras ou caquéticas e
frequentemente em alcodlatras) ou em canais estreitos (por exemplo, na
sindrome do tanel do carpo). Paralisia de pressao também pode resultar de
tumores, hiperostose 6ssea, arremessos, muletas, ou posturas restringidas
prolongadas (por exemplo, em jardinagem). Também podem ocorrer lesdes
traumaticas durante procedimentos cirurgicos.

Neuropatia periférica

Neuropatia Periférica € uma sindrome de perda sensorial, fra-
queza e atrofia muscular, diminuigdo dos reflexos dos tenddes profundos, e
sintomas vasomotores, sozinhos ou em qualquer combinagédo. A Neuropatia
Periférica esta associada a degeneragao axonal, um processo também refe-
rido como degeneragdo Walleriana. A neuroinflamagéo tem um papel na de-
generagao Walleriana (Stoll et al., 2002).

A doenca pode afetar um Unico nervo (mononeuropatia), dois ou
mais nervos em areas separadas (multipla mononeuropatia), ou muitos ner-

vos simultaneamente (polineuropatia). O axénio pode ser afetado primaria-
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mente (por exemplo, no diabetes melito, doengca de Lyme, uremia ou com
agentes toxicos) ou a bainha de mielina ou célula de Schwann (por exemplo,
em polineuropatia inflamatéria aguda ou crdnica, leucodistrofias, ou sindro-
me de Guillain-Barré). A lesao de fibras ndo-mielinadas e mielinadas resulta
essencialmente na perda de temperatura e sensagéo de dor; a lesao de fi-
bras mielinadas grandes resulta em defeitos motores ou proprioceptivos.
Algumas neuropatias (por exemplo, devido a toxicidade por chumbo, uso de
dapsone, doenga de Lyme (provocada por mordida de carrapato), porfiria, ou
sindrome de Guillain-Barré) afetam primariamente fibras motoras; outras
(por exemplo, devido a ganglionite da raiz dorsal de cancer, lepra, AIDS, di-
abetes melito, ou intoxicagao crénica por piridoxina) afetam primariamente
os ganglios da raiz dorsal ou fibras sensoriais, produzindo sintomas sensori-
ais. Ocasionalmente, nervos craniais também estao envolvidos (por exem-
plo, na sindrome de Guillain-Barré, na doenga de Lyme, no diabetes melito,
e na difteria). A identificagdo das modalidades envolvidas ajuda a determinar
a causa.

Mononeuropatia multipla é geralmente secundaria a disturbios
vasculares do colageno (por exemplo, poliarterite nodosa, SLE, sindrome de
Sjogren, RA), sarcoidose, doengas metabdlicas (por exemplo, diabetes, ami-
loidose), ou doengas infecciosas (por exemplo, doenga de Lyme, infecgdo
por HIV). Micro-organismos podem causar mononeuropatia multipla por in-
vasao direta do nervo (por exemplo, na lepra).

Polineuropatia devidO a doengas febris agudas pode resultar de
uma toxina (por exemplo, em difteria) ou uma reagao autoimune (por exem-
plo, na sindrome de Guillain-Barré); a polineuropatia que algumas vezes se
segue a imunizagdes provavelmente também é autoimune.

Agentes toxicos geralmente causam polineuropatia mas algumas
vezes mononeuropatia. Incluem emetina, hexobarbital, barbital, clorobutanol,
sulfonamidas, fenitoina, nitrofurantoina, os vinca alcaloides, metais pesados,
monodxido de carbono, fosfato de triortocresila, ortodinitrofenol, muitos sol-
ventes, outros venenos industriais, e alguns farmacos contra AIDS (por e-

xemplo, zalcitabina, didanosina).
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Neuropatia induzida por quimioterapia € um efeito colateral gra-
ve e proeminente de varias medicagbes quimioterapicas usadas comumente,
incluindo os Vinca alcaldides (vimblastina, vincristina e vindesina), farmacos
contendo platina (cisplatina) e Taxanos (paclitaxel). A indugcdo de neuropatia
periférica € um fator comum na limitagdo da terapia com farmacos quimiote-
rapeticos.

Deficiéncias nutricionais e disturbios metabdlicos podem resultar
em polineuropatia. A deficiéncia de vitamina é frequentemente a causa (por
exemplo, em alcoolismo, beriberi, anemia perniciosa, deficiéncia de piridoxi-
na induzida por isoniazida, sindromes de ma absorgéo, e hiperemese gravi-
dica). Polineuropatia também ocorre em hipotiroidismo, porfiria, sarcoidose,
amiloidose, e uremia. Diabetes melito pode causar polineuropatia distal sen-
sorimotora (mais comum), mononeuropatia multipla, e mononeuropatia focal
(por exemplo, dos nervos craniais abducens ou oculomotores).

Polineuropatia devido a distarbios metabdlicos (por exemplo,
diabetes melito) ou faléncia renal se desenvolve lentamente, frequentemetne
durante meses ou anos. Frequentemente se inicia com anormalidades sen-
soriais nas extremidades inferiores que sdo frequentemente mais graves
distalmente do que proximalmente. Formigamento periférico, entorpecimen-
to, dor em queimacgao, ou deficiéncias na propfiocepgéo articular e sensagao
vibratéria sdo frequentemente proeminente. A dor é frequentemente pior a
noite e pode ser agravada tocando a area afetada ou por alteragbes de tem-
peratura. Em casos graves, ha sinais objetivos de perda sensorial, tipica-
mente com distribuicdo em meia-e-luva. Os reflexos do tenddo de Aquiles e
outros tenddes profundos estdo diminuidos ou ausentes. Podem se desen-
volver Ulceras indolores sobre os dedos ou articulagdes de Charcot quando a
perda sensorial € profunda. Déficits sensoriais ou proprioceptivos podem
levar a anormalidades da marcha. O envolvimento motor resulta em fraque-
za muscular distal e atrofia. O sistema nervoso auténomo pode ser adicio-
nalmente ou seletivamente envolvido, levando a diarreia noturna, a inconti-
néncia urinaria e fecal, a impoténcia, ou a hipotensao postural. Os sintomas

vasomotores variam. A pele pode estar mais palida e mais seca do que o



10

15

" 20

25

30

10

normal, algumas vezes com descoloragdo escura; a transpiragdo pode ser
excessiva. Alteragdes troficas (pele lisa e brilhante, unhas com pequenas
depressdes ou sulcos, osteoporose) sdo comuns em casos graves e prolon-
gados.

Polineuropatia nutricional € comum entre alcodlatras e os desnu-
tridos. Uma axonopatia primaria pode levar a desmielinagao secundaria e a
destruicdo axonal nos nervos mais longos e maiores. Nao esta claro se a
causa ¢ deficiéncia de tiamina ou de outra vitamina (por exemplo, piridoxina,
acido pantoténico, acido félico). Neuropatia devido a deficiéncia de piridoxina
geralmente ocorre somente em pessoas tomando isoniazida para tuberculo-
se; as criangas que sao deficientes ou dependentes de piridoxina podem ter
convulsdes. Debilitacdo e fraqueza simétrica das extremidades distais é ge-
ralmente insidiosa mas pode progredir rapidamente, algumas vezes acom-
panhada por perda sensorial, parestesias, e dor. Dor, céibras, frio, queima-
¢ao, e entorpecimento nas barrigas das pernas e nos pés podem ser piora-
dos pelo toque. Podem ser administradas multiplas vitaminas quando a etio-
logia € obscura, mas nao tém beneficio comprovado.

Neuropatias hereditarias séo classificadas como neuropatias
sensorimotoras ou neuropatias sensoriais. A doenca de Charcot-Marie-Tooth
€ a neuropatia sensorimotora hereditaria mais comum. Neuropatias sensori-
motoras menos comuns se iniciam no nascimento e resultam em mais inca-
pacidade. Nas neuropatias sensoriais, as quais sao raras, a perda da sensa-
¢ao de temperatura e dor distais € mais proeminente do que a perda de sen-
sagao vibratoria e de posigao. O principal problema é mutilagao pedal devido
a insensibilidade a dor, com frequentes infecgdes e osteomielite. Neuropati-
as hereditarias também incluem neuropatia intersticial hipertréfica e doenga
de Dejerine-Sottas.

A malignidade também pode causar polineuropatia através de
gamopatia monoclonal (mieloma multiplo, linfoma), invasdo amiloide, ou de-
ficiéncias nutricionais ou como uma sindrome paraneoplasica.

Apesar de varias etiologias, tais como patdégenos infecciosos ou

ataques autoimunes, todas as doencas inflamatdrias neuroloégicas causam
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perda da fungao neurolégica e podem levar a paralisia e morte. Embora es-
tejam disponiveis uns poucos agentes terapéuticos reduzindo ataques infla-
matorios em algumas doengas inflamatorias neuroldgicas, existe a necessi-
dade de desenvolver novas terapias que podem levar a recuperagao da fun-
¢ao neurologica.

SDF-1

As quimocinas (citocinas quimiotacticas) constituem uma super-
familia de pequenas (8-10 kDa) citocinas que ativam sete receptores aco-
plados a proteina G transmembrana que estdo envolvidos tanto no trafico
basal quando nas respostas inflamatérias agindo primariamente como qui-
mioatraentes e ativadores de leucocitos.

O fator-1a derivado de células estromais, SDF-1a, e suas 2 iso-
formas (B,y) sd@o pequenas citocinas quimiotaticas que pertencem a familia
intercrina, cujos membros ativam leucécitos e sao frequentemente induzidos
por estimulos pré-inflamatorios tais como lipopolissacarideo, TNF, ou IL-1.
As intercrinas se caracterizam pela presenca de 4 cisteinas conservadas, as
quais formam 2 ligagdes dissulfeto. Podem ser classificadas em 2 subfami-
lias. Na subfamilia CC, a qual inclui beta quimocina, os residuos cisteina sdo
adjacentes uns aos outros. Na subfamilia CXC, a qual inclui alfa quimocina,
eles sdo separados por um aminoacido interveniente. As proteinas SDF-1
pertencem ao ultimo grupo. SDF-1 € um ligante natural do receptor de qui-
mocina CXCR4 (LESTR/fusina). As isoformas alfa, beta e gama sdo uma
consequéncia de jungdo alternativa de um unico gene. A forma alfa é deriva-
da dos éxons 1-3 enquanto a forma beta contém uma sequéncia adicional de
éxon 4. Os trés primeiros éxons de SDF-1y s&o idénticos aos de SDF-1a e
SDF-1B. O quarto éxon de SDF-1y esta localizado 3200 pb a jusante do ter-
ceiro éxon sobre o lécus SDF-1 e se situa entre o terceiro éxon e o quarto
éxon de SDF-1§.

Trés novas isoformas de SDF-1, SDF-1delta, SDF-1épsilon e
SDF-1fi foram descritas recentemente (Yu et al., 2006). A isoforma SDF-15 é
alternativamente ligada no ultimo codon do frame de leitura aberta SDF-1a,

resultando em um intron de 731 pares de bases, com o éxon terminal de
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SDF-1a sendo dividido em dois. Os trés primeiros éxons de SDF-1¢ e SDF-
1¢ sdo 100 % idénticos aos das isoformas SDF-13 e SDF-1y.

O gene SDF-1 é expressado ubiquamente com a excegao de
células sanguineas age sobre linfocitos € mondécitos mas nao neutréfilos in
vitro e € um quimioatraente altamente potente para células mononucleares in
vivo. SDF in vitro e in vivo também age como um quimioatraente para célu-
las progenitoras hematopoiéticas humanas expressando CD34.

SDF-1 e seu receptor, CXCR4, exercem fungdes essenciais no
sistema hematopoiético e no sistema nervoso contanto que a eliminagao ou
do ligante ou do receptor seja letal embrionario devido a desenvolvimento
anormal do sistema nervoso central (Ma et al., 1998; Zou et al., 1998).

SDF-1 a, através de interagdes com seu receptor CXCR4 pode
induzir diretamente morte celular por apoptose na linhagem celular neuronal
hNT humana, a qual se assemelha a neurdnios colinérgicos pos-mitéticos
imaturos e tem uma série de caracteristicas neuronais (Hesselgesser et al.,
1998).

O papel de SDF-1 no sistema nervoso central em desenvovli-
mento e maduro foi revisado por Lazarini et al. (Lazarini et al., 2003).

Quimocinas estdao certamente envolvidas em neuroinflamagao
no sistema nervoso central, mas suas atividades se estendem a seu papel
como peptideos biologicamente importantes diretamente sobre células neu-
roepiteliais ‘(incluindo neurdnios, astrécitos e oligodendrécitos). Em particu-
lar, quimocinas influenciam a proliferagcdo de precursores de oligodendroci-
tos (OLPs), conforme ilustrado por GRO-o/ CXCL1 (Robinson et al., 1998), a
organizagao de células granulares cerebelares, no caso de SDF-1a (Zhu et
al., 2002) e estados de ativagdo de microglia conforme exemplificado por
fractalcina/ CX3CL1 (Zujovic et al., 2000), para nomear somente uns poucos.
Portanto, tanto nos paradigmas do sistema imune quanto do sistema nervo-
S0, as quimocinas podem realizar uma ampla gama de atividades similares,
incluindo regulacgao de proliferagdo, migragao, ativagao e diferenciagao.

Muitas quimocinas e receptores de quimocinas sao expressados

no sistema nervoso central, quer constitutivamente ou induzidos por media-
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dores inflamatérios. Estdo involvidos em muitos processos neuropatologicos,
incluindo esclerose multipla (MS) (Bajetto et al., 2001; Sorensen et al.,
2002).

Foi demostrado que a expressdo de SDF-1 em células endoteli-
ais cerebrais favorece o recrutamento de células imunes para o sistema ner-
voso central isquémico (Stumm et al., 2002), sugerindo um papel prejudicial
de SDF-1 na neuroinflamacgéo. No contexto de deméncia da AIDS, foi descri-
to que SDF-1 induz neurotoxicidade estimulando a produgdo de TNFa por
microglia ativada e liberagdo de glutamato por astrécitos em um modelo de
neuroinflamagao in vitro induzida gp120 (Bezzi et al., 2001; Sorensen et al.,
2002). Uma recente publicagdo descreveu a expressido de SDF-1a em as-
trocitos de lesdes de esclerose multipla (Ambrosini et al., 2005).

A inducéo de encefalomielite alérgica experimental (EAE) no rato
foi acompanhada por niveis aumentados de varios receptores de quimocina
incluindo CXCR4 (Jiang et al., 1998).

Na publicagdo de patente internacional No. WO 00/09152, foi
dito que antagonistas de CXCR4 s3o Uteis para o tratamento de uma doenga
autoimune, o tratamento de esclerose multipla, o tratamento de céncer e ini-
bicdo de angiogénese.

A WO 99/50461 descreve métodos de tratamento de distirbios
envolvendo proliferagé@o celular aberrante ou proliferagdo celular deficiente
administrando compostos que promovem ou inibem a atividade de CXCR4.
Inibidores da fungdo de CXCR4 foram reivindicados para o tratamento de
canceres e usos dos agonistas de receptores foram reivindicados para o tra-
tamento de disturbios nos quais a proliferagéo celular é deficiente ou é dese-
jada. Disturbios nos quais a proliferagdo celular é deficiente incluem lestes
desmielinizantes do sistema nervoso nas quais uma porgdo do sistema ner-
voso € destruida ou danificada por uma doenga desmielinizante incluindo,
por exemplo, esclerose multipla e lesdes do sistema nervoso periférico.

Também foi sugerido o uso terapéutico de antagonistas de CX-
CR4/SDF-1 em doengas neurolégicas. Na publicagdo de patente europeia

No. EP657468B1, o uso de SDF-1 é sugerido para o tratamento de doencas
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relativas a proliferacdo anormal ou subdesenvolvida de células hematopoié-
ticas, depresséo ou reforgo neuronal, prevengao ou tratamento de lesdo neu-
ronal.

Na WO 03/062273, um inibidor do caminho de sinalizagdo de
SDF-1 foi descrito para o tratamento de inflamagdo. Os usos terapéuticos
descritos incluem inflamag&o associada a doengas ou a condigGes ou a dis-
turbios autoimunes, onde ou no sistema nervoso central ou em qualquer ou-
tro 6rgdo, a supressdo imune e /ou de inflamagao seria benéfica, cronica
neuropatia ou sindrome de Guillain Barre.

Gleichmann et al. reportaram um ligeiro aumento transitorio na
expressao de RNAm de SDF-1-beta depois de lesdo de nervo periférico. E-
les concluiram que seus achados demonstram pela primeira vez um padr&o
de expresséo diferencial para as isoformas de SDF-1 em condi¢ées fisiologi-
cas distintas tais como desenvolvimento e lesdo do sistema nervoso
(Gleichmann et al., 2000).

SDF-1 pode interagir com Glicosaminoglicanos (GAGs), grupos
de agucar ramificados altamente varidveis, adicionados pos-
translacionalmente a varias proteinas, denominadas genericamente proteo-
glicanos (PGs). As proteinas referidas estdo presentes sobre a membrana
celular, na matriz extracelular e na corrente sanguinea, onde GAGs isoladas
também podem estar presentes. PGs, ou GAGs isolados, podem formar um
complexo com moléculas soluveis, possivelmente para proteger esta molé-
cula contra protedlise no ambiente extracelular. Também foi proposto que
GAGs pode auxiliar a correta apresentagao de moléculas de sinalizagao ce-
lular a seu receptor especifico e, eventualmente, também a modulacdo da
ativacao de células-alvo.

No caso de quimocinas, a concentragdo em gradientes imobili-
zados no sitio de inflamagao e, consequentemente, a interagdo com recepto-
res celulares e seu estado de ativagdo parecem ser moduladas pelas dife-
rentes formas de GAGs (Hoogewerf et al., 1997). Portanto, foi sugerido que
a modulagdo de semelhantes interagbes pode representar uma abordagem

terapéutica em doenca inflamatéria (Schwarz e Wells, 1999).
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Um SDF-1a modificado, SDF-1 3/6, foi gerado por substituigédo
combinada do cluster basico dos residuos Lys24, His25 e Lys27 por Ser
(Amara et al., 1999). Este mutante foi incapaz de ligar sulfato de heparano
mas manteve a capacidade de ligar e ativar o CXCR4. Outro estudo investi-
gou o efeito de mutagbes Unicas no mesmo dominio e caracterizou o com-
plexo de heparina de SDF-1a (Sadir et al., 2001). Sadir et al. também sugeri-
ram o envolvimento dos residuos Arg41 e Lys43 na ligacdo de glicosamino-
glicano.

Sumario da Invencéo

E o objetivo da presente invengao proporcionar novos meios pa-
ra o tratamento e/ou a prevengao de uma doenga neurolégica.

Na estrutura da presente invencgéo, foi visto que a administragdo
de SDF-1a, Met-SDF-1a ou SDF-1a variante tem um efeito benéfico em um
modelo animal in vivo de doengas neuroldgicas periféricas. Também foi mos-
trado que SDF-1a e sua variante inibem TNF-a e IL-6 no modelo animal de
liberagdo de TNF-a induzido por LPS, o qual € um modelo de inflamagao.

A evidéncia experimental apresentada aqui, neste requerimento
de patente, proporciona portanto uma nova possibilidade de tratamento de
doengas neuroldgicas, em particular as ligadas a fungao de bélulas neuro-
nais e gliais e neuroinflamagao.

Portanto, a presente invengao se refere ao uso de SDF-1 ou um
agonista de atividade de SDF-1, para a fabricagdo de um medicamento para
o tratamento e/ou a prevengdo de uma doencga neuroldgica. ,

De acordo com a presente invengdo, SDF-1 também pode ser
usado em combinagdo com um interferon ou osteopontina ou clusterina para
tratamento e/ou prevengado de doencgas neurolégicas. O uso de moléculas de
acido nucleico, vetores de expressdo compreendendo SDF-1, e de células
expressando SDF-1, para tratamento e/ou prevengdo de uma doenga neuro-
l6gica também esta dentro da presente invengao.

A invengéo adicionalmente proporciona composi¢des farmacéu-
ticas compreendendo SDF-1 e um interferon ou osteopontina ou clusterina

opcionalmente junto com um ou mais excipientes farmaceuticamente aceita-



10

16

20

25

30

16

veis

Breve Descricdo dos Desenhos

A figura 1 mostra o teor de TNF-a e IL-6 em pg/ml de culturas
corticais mistas pré-incubadas no dia 14 de cultura celular com 0,001, 0,1 e
10 ng/ml de SDF-1a (1.A) ou SDF-1a variante (1.B) por trés horas a 37°C e
em seguida suplementada com 5 ng/ml de LPS por 48 horas. Os sobrena-
dantes foram coletados no dia 16 e os niveis de TNF-a e IL-6 foram medidos
atraves de ELISAs especificos. Como controles positivos, as culturas foram
tratadas com 25 pM de dexametasona (Dexa), 10 ng/ml de IL-10 ou n&o tra-
tadas. Como controle negativo, as culturas foram tratadas com LPS somen-
te.

A figura 2 mostra o nimero total médio de células x 10° + s.e.
recrutado na cavidade peritoneal em 4 horas depois de injecgao intra perito-
neal de 200 pl de NaCl (0,9%, livre de LPS; Linha basal) ou 4 pg de SDF-1a
ou SDF-1a variante diluido em 200 pl de NaCl (0,9%, livre de LPS).

A figura 3 mostra o teor de SDF-1a. em picograma por micro-
grama de proteina total (pg/mg) de extratos da medula espinhal dissecados
de camundongos afetados com EAE na fase crénica comparados com ca-
mundongos nao tratados (controles).

A figura 4 mostra os registros eletrofisiolégicos de camundon-
gos, depois de compressdo de um nervo ciatico, tratados com Veiculo (Solu-
¢ao Salina / 0,02% de BSA), 3, 10, 30, ou 100 pg/kg s.c. de SDF-1a. e 30 pg
/kg de um composto controle de referéncia (positivo) (IL-6). Linha basal: va-
lores registrados sobre o lado contralateral de animais tratados com Veiculo.
Os registros foram realizados no dia 7, 15 e 22 pés-lesdo (dpl).

4 A representa a amplitude em milivolt (mV) do potencial de a-
G¢&ao muscular do composto.

4.B mostra a laténcia em milissegundos (ms) do potencial de
agao muscular do composto.

A figura 5 mostra os registros eletrofisioldgicos de camundon-
gos, depois de compressdo de um nervo ciatico, tratados com Veiculo (Solu-
¢do Salina / 0,02% de BSA) ou 30 ug/kg s.c. de SDF-1a variante. Linha ba-
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sal: valores registrados sobre o lado contralateral de animais tratados com
Veiculo. Os registros foram realizados no dia 7 e 22 pés-leséo (dpl).

5.A representa a amplitude em milivolt (mV) do potencial de a-
¢ao muscular do composto.

5.B mostra a laténcia em milissegundos (ms) do potencial de
agao muscular do composto.

5.C mostra a duragdo em milissegundos (ms) do potencial de
acédo muscular do composto.

A figura 6 mostra os registros eletrofisiolégicos de camundon-
gos, depois de compressao de um nervo ciatico, tratados com Veiculo (Solu-
gao Salina / 0,02% de BSA) ou 100, 30, 10 ug/kg s.c. of Met-SDF-1a.. Linha
basal: valores registrados sobre o lado contralateral de animais tratados com
Veiculo. Os registros foram realizados no dia 7 e 14 pés-lesao (dpl).

6.A mostra a laténcia em milissegundos (ms) do potencial de
ag&o muscular do composto.

A figura 7 mostra os resultados de 100, 30, 10 pg/kg s.c. Trata-
mento com SDF-1a no modelo de neuropatia diabética por estreptozotocina
(STZ). A molécula de controle positivo & IL-6 a 10ug/kg s.c.

7.A representa a medigdo do peso corporal iniciando no dia 11
até o dia 40

7.B representa os niveis de glicemia no dia 7 pés -STZ

7.C mostra a laténcia do potencial de agdo muscular do compos-
to medida no dia 24 e 40 p6s-STZ

7.D mostra o efeito de SDF-1a sobre a velocidade da condugéo
nervosa sensorial

7.E representa a espessura relativa de mielina no dia 40 pés-
STZ com e sem tratamento com SDF-1a expressado como a proporgdo g

7.F mostra o nimero de fibras degeneradas no nervo ciatico no
dia 40 pbs-STZ

7.G representa a densidade de fibras nervosas intraepidérmicas
no dia 40 pos-STZ |

A figura 8 mostra os resultados de tratamento com 100, 30, 10
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png/kg s.c. de SDF-1asobre leituras da alodinia mecénica e térmica no mode-
lo de neuropatia diabética por estreptozotocina (STZ).

8.A representa a pressao limiar medida no Teste do Filamento
de Von Frey no dia 20 p6s-STZ

8.B representa a medigao da laténcia no teste de placa quente a
52°C no dia 40 p6s-STZ

A figura 9 mostra o falso indice de descoberta estimado sobre o
conjunto de esclerose multipla progressiva primaria italiana plotado contra o
numero de marcadores R positivos para R<100.

A figura 10 mostra o SNP_A-2185631 no gene SDF-1.

A figura 11 mostra as sequéncias de aminoacidos previstas de
variantes de jungdo SDF-1 humanos.

A figura 12 mostra que SNP_A-2185631 esta no gene SDF-1,
localizado no ultimo intron de SDF-1¢ e SDF-1¢.

Descricdo Detalhada da Invencao

Na estrutura da presente invencao, foi visto que a administragao
de SDF-1 tem um efeito benéfico em um modelo animal in vivo de doencgas
neurologicas periféricas. Em um modelo murino de neuropatia induzida por
compressao do nervo ciatico, todos os parametros fisiolégicos relativos a
regeneragao, a integridade e a vitalidade nervosas foram influenciados posi-
tivamente por administragédo de SDF-1a, Met-SDF-1a. ou variante SDF-1a.

Foi mostrado que SDF-1a. e variante SDF-1a inibem TNF-a. e IL-
6 no modelo animal de liberagdo de TNF-a induzido por LPS, o qual € um
modelo genérico de neuroinflamacgao.

Um efeito protetor de SDF-1a em neuropatia diabética e dor
neuropatica é mostrado na presente invencao.

Além disso, foi vista uma associagédo genética entre gene SDF-1
e esclerose multipla progressiva primaria.

A evidéncia experimental apresentada aqui, neste requerimento
de patente, proporciona portanto uma nova possibilidade de tratar doengas
neuroldgicas, em particular as ligadas com fungao celular neuronal e glial e

neuroinflamacao.
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A invengdo portanto se refere ao uso de SDF-1 ou de um ago-
nista de atividade de SDF-1, para a fabricagdo de um medicamento para
tratamento e/ou prevengdo de uma doenga neurolégica.

O termo "SDF-1", conforme usado aqui, neste requerimento de
patente, se refere a SDF-1a maduro humano de extensao total ou um frag-
mento do mesmo tendo atividade de SDF-1, tal como, por exemplo, sua liga-
Gao ao receptor CXCR4. A sequéncia de aminoacidos de SDF-1a humano é
reportada aqui, neste requerimento de patente, como SEQ ID NO: 1 da lista-
gem de sequéncia anexada. O termo "SDF-1", conforme usado aqui, neste
requerimento de patente, adicionalmente se refere a qualquer SDF-1 deriva-
do de animais, tais como SDF-1 murino, bovino, ou de rato, na medida que
haja suficiente identidade de modo a manter a atividade de SDF-1.

O termo "SDF-1", conforme usado aqui, neste requerimento de
patente, adicionalmente se refere a muteinas biologicamente ativas e frag-
mentos, tais como as isoformas de SDF-1 que ocorrem naturalmente. Foram
reportadas seis variantes de transcriptos alternativamente ligados do gene
codificando isoformas distintas de SDF-1 (SDF-1 isoformas «, B,v,8, & . e
¢). As sequéncias de SDF-1a, SDF-1B, SDF-1ySDF-1-5, SDF-1¢ e SDF-1¢
humanas sao reportadas aqui, neste requerimento de patente, como SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO:15 e SEQ
ID NO:16, respectivamente, da listagem de sequéncia anexada.

O termo "SDF-1", conforme usado aqui, neste requerimento de
patente, engloba adicionalmente isoformas, muteinas, proteinas fundidas,
derivados funcionais, fragdes ativas, fragmentos ou sais das mesmas. Estas
isoformas, muteinas, proteinas fundidas ou derivados funcionais, fragdes
ativas ou fragmentos conservam a atividade biolégica de SDF-1. Preferenci-
almente, tém uma atividade bioldgica, a qual € melhorda comparada com o
SDF-1 selvagem.

O termo "SDF-1" em particular inclui a isoforma madura humana
SDF-1a identificada pela SEQ ID NO:1, SDF-1Bmadura humana identificada
pela SEQ ID NO:2 SDF-1ymadura humana identificada pela SEQ ID NO:S_
SDF-1-8 madura humana identificada pela SEQ ID NO:14, SDF-1¢ madura
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humana identificada pela SEQ ID NO:15 e SDF-1¢ madura humana identifi-
cada pela SEQ ID NO:16; a isoforma madura humana SDF-1a tendo uma
Metionina de N-terminal adicional e sendo identificada pela SEQ ID NO: 7;
formas truncadas de SDF-1a tais como as formas correspondentes aos resi-

duos aminoacido 4-68 de SDF-1a madura humana e sendo identificada pela

'SEQID NO:8, a correspondente aos residuos aminoacidos 3-68 de SDF-1a.

madura humana e sendo identificadas pela SEQ ID NO:9, e a corresponden-
te aos residuos aminoacidos 3-68 de SDF-1a madura humana tendo uma
Metionina de N-terminal adicional e sendo identificada pela SEQ ID NO:10.
Também englobadas pelo termo SDF-1 estdo proteinas de fusdo compreen-
dendo um polipeptideo SDF-1 conforme definido acima encadeado opera-
velmente a um dominio heterélogo, por exemplo, uma ou mais sequéncias
de aminoacidos as quais podem ser escolhidas entre as seguintes: um do-
minio extracelular de uma proteina ligada 8 membrana, a regides constantes
de imunoglobulina (regido Fc), a dominios de multimerizagcdo, a sinais de
exportagdo, e a sequéncias de rétulo (tais como sequéncias ajudando a puri-
ficagdo por afinidade: rétulo HA, rétulo de Histidina, GST, peptideos FLAAG,
ou MBP. Sao preferenciais proteinas de fusdo-Fc de SDF-1a conforme defi-
nido pela SEQ ID NO: 13.

O termo " variante SDF-1a ", conforme usado aqui, neste reque-
rimento de patente,'se refere a um mutante de SDF-1 tendo uma atividade
de ligagdo de GAG reduzida. A expressdo "uma atividade de ligagdo de
GAG reduzida" ou "ligagao de GAG defeituosa" significa que os mutantes de
CC-quimocina tém uma menor capacidade para ligar a GAGs, isto &, uma
menor percentagem de cada um destes mutantes liga a GAGs (como sulfato
de heparina) com respeito a molécula selvagem correspondente, conforme
medido com os testes na técnica anterior citada seguinte descrevendo os
referidos mutantes. Em particular, o referido mutante é o mutante ja descrito
na técnica anterior com as substituigdes Lys24 His25 e Lys27 por Ser (Ama-
ra et al J Biol Chem. 1999 Aug 20;274(34):23916-25) ou por Ala (SEQ ID
NO: 4). Outros mutantes de ligagdo de GAG defeituosa podem ser gerados

por substituigdo combinada do cluster basico dos residuos Lys24, His25 e
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Lys27 e quaisquer outros residuos envolvidos na ligagdo de glicosaminogli-
cano, por exemplo, Arg41 e Lys43 com Ser e/ou Ala. Combinagbes possi-
veis podem ser, por exemplo, Lys24 Lys27, Lys24 His25, His25 Lys27,
Lys24 Arg 41, His25 Arg41, Lys27 Arg41, Lys24 Lys43, His 25 Lys43, Lys27
Lys43, e Arg41 Lys43.

O termo " variante SDF-1a " em particular engloba o mutante de
SDF-1a tendo atividade de ligagdo de GAG reduzida e sendo identificado
pela SEQ ID NO: 4 (mutante triplo de SDF-1a tendo Lys24Ala, His25Ala,
Lys27Ala); o mutante de SDF-1a tendo um residuo Metionina inicial adicio-
nal e tendo a mutagao tripla Lys25Ala, His26Ala, Lys28Ala, conforme identi-
ficado pela SEQ ID NO: 11; e o mutante de SDF-1a de atividade de ligagdo
de GAG reduzida tendo uma Unica mutagdo Lys27Cys e sendo identificado
pela SEQ ID NO: 12. As variantes SDF-1a. conforme aqui, neste requerimen-
to de patente, definido, e em particular a variante SDF-1a identificada pela
SEQ ID NO: 12 pode ser modificada com PEG (polietilenoglicol), um proces-
so conhecido como "PEGuilagdo." PEGuilagdo pode ser realizada por quais-
quer das reagbes de PEGuilagdo conhecidas na técnica (vide, por exemplo,
a EP 0 154 316).

SDF-1 e variante SDF-1a conforme definido aqui, neste reque-
rimento de patente, e tendo uma eliminagéo'do aminoacido de C-terminal
também s&o incluidas na invengao.

Formas particularmente preferenciais de SDF-1 tendo uma eli-
minagao do aminoacido de C-terminal sdo formas truncadas de SDF-1a tais
como a forma correspondente aos residuos aminoacidos 3-67 de SDF-1a
madura humana e sendo identificadas pela SEQ ID NO:17, e uma corres-
pondente aos residuos aminoacido 3-67 de SDF-1a madura humana tendo
uma Metionina de N-terminal adicional e sendo identificada pela SEQ ID
NO:18

O termo "agonista da atividade de SDF-1", conforme usado aqui,
neste requerimento de patente, se refere a uma molécula estimulando ou
imitando a atividade de SDF-1, tal como anticorpos agonistas do receptor de

SDF-1, ou agonistas de pequeno peso molecular ativando sinalizagao atra-
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ves de um receptor de SDF-1, por exemplo, o receptor de CXCR4.

O termo "agonista da atividade de SDF-1", conforme usado aqui,
neste requerimento de patente, também se refere a agentes reforcando ati-
vidades mediadas por SDF-1, tais como promogao de fixagdo de células a
componentes da matriz extracelular, morfogénese de células da linhagem de
oligodendrécitos em células produtoras de mielina, promogdo do recruta-
mento, proliferagdo, diferenciagdo ou maturagdo de células da linhagem de
oligodendrdcitos (tais como células precursoras ou progenitoras), ou promo-
Gao da protegao de células da linhagem de oligodendrdcitos de apoptose e
lesdo celular. Atividades similares de SDF-1 também se aplicam a células de
Schwann.

Em uma modalidade preferencial da invencdo, SDF-1 é SDF-1a.

Em uma modalidade adicionalmente preferencial da invengao,
SDF-1 é SDF-1a variante.

Os termos "tratar” e "prevenir", conforme usado aqui, neste re-
querimento de patente, deve ser entendido como prevenir, inibir, atenuar,
melhorar ou reverter um ou mais sintomas ou causas de doenga neuroldgi-
ca, bem como sintomas, doengas ou complicagdes que acompanham doen-
¢a neurolégica. Ao "tratar" doenca neuroldgica, as substancias de acordo
com a invengao séo administradas depois do inicio da doenga, "prevengao”
se refere & administragdo das substancias antes de poderem ser notados
sinais de doenga no paciente.

O termo "doengas neurolégicas”, conforme usado aqui, neste
requerimento de patente, engloba todas as doengas ou disturbios neuroldgi-
cas conhecidos, ou lesées do SNC ou do SNP, incluindo as descritas em
detalhes nos "Antecedentes da invengao”.

Doengas neurolégicas compreendem distarbios ligados & disfun-
¢80 do SNC ou do SNP, tais como doengas relacionadas a neurotransmis-
séo, cefaleia, trauma da cabega, infecgdes do sistema nervoso central, dis-
turbios neuro-oftalmoldgicos e de nervos cranianos, fungio e disfuncdo do
lobos cerebrais, disturbios de movimento, estupor e coma, doengas desmie-

linizantes, delirio e deméncia, anormalidades da junc&o craniocervical, dis-
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turbios de ataque apoplético, disturbios da medula espinhal, disturbios do
sono, disturbios do sistema nervoso periférico, doenga cerebrovascular, ou
disturbios musculares. Para definicdes destes distarbios, vide por exemplo,
The Merck Manual for Diagnosis and Therapy, Seventeenth Edition, publica-
do pelos Merck Research Laboratories, 1999.

Ocorre neuroinflamagdo em doengas neurolégicas distintas. Mui-
tos estimulos dao origem a neuroinflamacao, a qual pode ser ou induzida por
sofrimento neuronal ou oligodendroglial, ou ser uma consequéncia de um
trauma, de uma lesdo nervosa central ou periférica ou de uma infecgao viral
ou bacteriana. As principais consequéncias da neuroinflamagéo séo (i) se-
cregdo de varias quimocinas inflamatérias por astrocitos, células microglias;
e (ii) recrutamento de leucécitos adicionais, o qual estimulara adicionalmente
astrocitos ou microglia. Em doengas crénicas neurodegenerativas tais como
esclerose multipla (MS), doenga de Alzheimer (AD) ou esclerose lateral ami-
otréfica (ALS), imagina-se que a presenga de neuroinflamagdo persistente
participe da progressdo da doenga. Doengas neuroldgicas associadas com
neuroinflamagé@o também podem ser referidas como doencgas inflamatérias
neurolégicas.

Em uma modalidade preferencial da invengao, a doenga neuro-
l6gica esta associada a inflamagdo, em particular neuroinflamacgao.

Preferencialmente, as doengas neurologicas da invengdo séo
selecionadas entre o grupo consistindo em lesdo nervosa traumatica, derra-
me, doengas desmielinizantes do sistema nervoso central ou do sistema
nervoso periférico, neuropatias e doengas neurodegenerativas.

- Lesado nervosa traumatica pode dizer respeito ao sistema nervo-
so periférico ou ao sistema nervoso central, e pode ser trauma cerebral ou
da medula espinhal, incluindo paraplegia, conforme descrito nos "anteceden-
tes da invencgao" acima.

Em modalidades preferenciais da inveng¢do, a lesdo nervosa
traumatica compreende trauma de um nervo periférico ou trauma da medula
espinhal. |

Derrame pode ser causado por hipdxia ou por isquemia do cére-
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bro. Também é denominado doenga ou acidente cerebrovascular. Derrame
pode envolver perda de fungbes cerebrais (déficits neuroldgicos) causados
por uma perda de circulagdo sanguinea para areas do cérebro. A perda de
circulagdo sanguinea pode ser devido a coagulos sanguineos que se for-
mam no cérebro (trombo), ou partes de placa aterosclerética ou outro mate-
rial que se desloca para o cérebro a partir de outra localizagdao (émbolos).
Sangramento (hemorragia) dentro do cérebro pode causar sintomas que si-
mulam derrame. A causa mais comum de um derrame é derrame secundario
a aterosclerose (trombose cerebral), e portanto a invengao também se refere
ao tratamento da aterosclerose.

Neuropatia periférica pode ser relacionada a uma sindrome de
perda sensorial, fraqueza e atrofia muscular, diminuigado dos reflexos de ten-
dbes profundos, e sintomas vasomotores, sozinhos ou em qualquer combi-
nagao. Neuropatia pode afetar um uUnico nervo (mononeuropatia), dois ou
mais nervos em areas separadas (mononeuropatia multipla), ou muitos ner-
vos simultaneamente (polineuropatia). O axénio pode ser primariamente afe-
tado (por exemplo, no diabetes melito, na doenga de Lyme, ou na uremia ou
com agentes toxicos), ou a bainha de mielina ou célula de Schwann (por e-
xemplo, na polineuropatia inflamatéria aguda ou crénica, nas leucodistrofias,
ou na sindrome de Guillain-Barré). Neuropatias adicionais, as quais podem
ser tratadas de acordo com a presente invengao, podem ser devidos, por
exemplo, a toxicidade por chumbo, ao uso de dapsona, a mordida de carra-
pato, a porfiria, ou a sindrome de Guillain-Barré, e podem afetar primaria-
mente as fibras motoras. Outras, tais como as devidos a ganglionite das rai-
zes dorsais de céncer, a lepra, a AIDS, a diabetes melito, ou a intoxicagéo
crdnica por piridoxina, podem afetar primariamente os ganglios das raizes
dorsais ou as fibras sensoriais, produzindo sintomas sensoriais. Nervos cra-
nianos também podem estar envolvidos, tal como, por exemplo, na sindrome
de Guillain-Barré, na doenga de Lyme, no diabetes melito, e na difteria.

A doenga de Alzheimer € um distarbio envolvendo deterioragéo
das fungbes mentais resultante de alteragbes no tecido cerebral. Isto pode

incluir encolhimento dos tecidos cerebrais, deméncia degenerativa primaria e
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atrofia cerebral dffusa. A doenca de Alzheimer também é denominada de-
méncia senil / do tipo Alzheimer (SDAT).

A doenga de Parkinsons é um distarbio do cérebro incluindo
tremor e dificuldade com a marcha, o movimento, e a coordenagéo. A doen-
¢a é associada a dano de uma parte do cérebro que controla 0 movimento
muscular, e também é denominada paralisia agitans ou paralisia agitante.

A doencga de Huntington € uma doenga neurolégica autossémica
dominante heriditaria. A anormalidade genética consiste em um nimero em
excesso de sequéncias de nucleotideos CAG repetidas em série. Outras
doengas com repetigdes CAG incluem, por exemplo, atrofias musculares
espinais (SMA), tais como doenc¢a de Kennedy, e a maioria das ataxias ce-
rebelares autossémicas dominantes (ADCAs) que sdo conhecidas como a-
taxias espinocerebelares (SCAs) na nomenclatura genética.

A esclerose lateral amiotréfica, ALS, é um disturbio que causa
perda progressiva do controle nervoso de musculos voluntarios, incluindo a
destruigao de células nervosas no cérebro e na medula espinhal. A esclero-
se lateral amiotrdfica, também denominada doencga de Lou Gehrig, € um dis-
turbio que envolve a perda do uso e do controle dos musculos.

Esclerose multipla (MS) é uma doenga desmielinizante inflama-
téria do sistema nervoso central (SNC) que toma um curso recorrente-
remitente ou um progressivo. MS néo ¢ a Unica doenga desmielinizante. Seu
complemento no sistema nervoso periférico (SNP) é a polirradiculoneuropa-
tia desmielinizante inflamatéria crénica (CIDP). Além disso, ha disturbios
monofésicos agudos, tais como a polirradiculoneuropatia desmielinizante
inflamatéria denominada sindrome de Guillain-Barré (GBS) no sistema ner-
voso periférico, e encefalomielite aguda disseminada (ADEM) no SNC. Dis-
tarbios neuroldgicos adicionais compreendem neuropatias com mielinagio
anormal, tais como os disturbios neurolégicos listados nos "Antecedentes da
invengao" acima, bem como a sindrome do tunel do carpo. Lesdo nervosa
traumatica pode ser acompanhada por complicagdes ortopédicas da coluna
vertebral, e estas também estdo dentro das doengas de acordo com a pre-

sente invengao.
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Doencgas neurolégicéé menos conhecidas de modo geral tam-
bém estdo dentro do ambito da presente invengao, tais como neurofibroma-
tose, ou Atrofia Sistémica Mdltipla (MSA). Distarbios adicionais que podem
ser tratados de acordo com a presente invengdo foram descritos em deta-
Ihes nos "Antecedentes da invengao" acima.

Em uma modalidade adicionalmente preferencial, a doenga neu-
rolégica € uma neuropatia periférica, ainda mais preferencialmente neuropa-
tia diabética. Neuropatias associadas / induzidas por quimioterapia também
sdo preferenciais de acordo com a presente invengao.

O termo "neuropatia diabética" se refere a qualquer forma de
neuropatia diabética, ou a um ou mais sintomas ou disturbios acompanhan-
do ou causados por neuropatia diabética, ou complicagdes de diabetes afe-
tando os nervos conforme descrito em detalhes nos "Antecedentes da in-
vengao" acima. Neuropatia diabética pode ser uma polineuropatia. Na poli-
neuropatia diabética, muitos nervos sdo afetados simultaneamente. A neu-
ropatia diabética também pode ser uma mononeuropatia. Na mononeuropa-
tia focal, por exemplo, a doenga afeta um Gnico nervo, tail como o nervo cra-
niano oculomotor ou abducens. Também pode ser mononeuropatia multipla
quando dois ou mais nervos sao afetados em areas separadas.

Em uma modalidade adicionalmente preferencial, o distirbio
neuroldgico é uma doenga desmielinizante. Doengas desmielinizantes prefe-
rencialmente compreendem condi¢cdes desmielinizantes do sistema nervoso
central, como encefalomielite aguda disseminada (ADEM) e esclerose muilti-
pla (MS), bem como doengas desmielinizantes do sistema nervoso periférico
(SNP). Os ultimos compreendem doengas tais como polirradiculoneuropatia
desmielinizante inflamatéria cronica (CIDP e disturbios monofasicos agudos,
tais como a polirradiculoneuropatia desmielinizante inflamatéria denominada
sindrome de Guillain-Barré (GBS).

Em uma modalidade adicionalmente preferencial, a doenga
desmielinizante € esclerose multipla.

Em uma modalidade particularmente preferencial da invengao, a

doenca desmielinizante é esclerose multipla progressiva primaria.
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Em outra modalidade particularmente preferencial da invengo,
a doenga desmielinizante é esclerose multipla progressiva secundaria. Em
ainda uma modalidade preferencial adicional, a doenga desmielinizante é
selecionada entre esclerose multipla inflamatoria crénica, polineuropatia
desmielinizante (CIDP) e sindrome de Guillain-Barré (GBS),

Uma modalidade preferencial adicional da invengao se refere ao
tratamento e/ou a prevengdo de uma doenga neurodegenerativa. A doencga
neurodegenerativa é selecionada entre o grupo consistindo em doenca de
Alzheimer, doenga de Parkinson, doenga de Huntington e ALS.

Preferencialmente, o SDF-1 é selecionado entre um peptideo,
um polipeptideo ou uma proteina selecionada entre o grupo consistindo em:

(a) polipeptideo compreendendo aminoacidos de SEQ ID NO: 1

(b) um polipeptideo compreendendo aminoacidos de SEQ ID
NO: 4

(c) um polipeptideo compreendendo aminoacidos de SEQ ID
NO: 7

(d) um polipeptideo de (a) a (c) compreendendo adicionalmente
uma sequéncia de sinal, preferenciaimente aminoacidos de SEQ ID NO: 5

(e) uma muteina de qualquer um de (a) a (d), em ﬁwe a sequén-
cia de aminoacidos tem pelo menos 40 % ou 50 % ou 60 % ou 70 % ou 80
% ou 90 % de identidade com pelo menos uma das sequéncias em (a) a (d);

(f) uma muteina de qualquer um de (a) a (d) a qual é codificada
por uma sequéncia de DNA a qual hibridiza ao complemento da sequéncia
de DNA nativa codificando qualquer um de (a) a (d) sob condi¢des altamente
estringentes;

(9) uma muteina de qualquer um de (a) a (d) em que quaisquer
alteragbes na sequéncia de aminoacidos sdo substituigdes de aminoacidos
conservativas para as sequéncias de aminoacidos em (a) a (d);

(h) um sal ou uma isoforma, proteina fundida, derivado funcional,
ou fragao ativa de qualquer um de (a) a (d).

FragGes ativas ou fragmentos podem compreender qualgeur

por¢gdo ou dominio de qualquer uma das isoformas SDF-1, tais como uma
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porcdo N-terminal de uma por¢dao C-terminal, ou quaisquer das isoformas
SDF-1.

Uma pessoa versada na técnica reconhecera que mesmo por-
¢des menores de SDF-1 podem ser suficientes praa exercer sua fungéo, tais
como um peptideo ativo compreendendo os residuos aminoacidos essenci-
ais requeridos para funcdo de SDF-1, tal como, por exemplo, sua ligagdo ao
receptor CXCR4. A ligacao de receptor pode ser medida, por exemplo, ex-
pondo o receptor imobilizado a seu ligante marcado e proteina de teste nao-
marcada, por meio do que uma redugao na ligagao de ligante marcado com-
parada com um controle é indicativa de atividade de ligagao de receptor na
proteina de teste. Em outro ensaio, a Espectroscopia de Ressonancia de
Plasmon Superficial, o receptor ou a proteina a ser analisada é imobilizada
sobre um ship sensor chato em uma camara de escoamento, depois da qual
uma solugdo contendo um parceiro de interagdo prospectiva € passado so-
bre a primeira proteina em um fluxo continuo, a Luz é dirigida em um angulo
definido através do chip e € medido o angulo de ressonéancia da luz refletida;
o estabelecimento de uma interagédo proteina-proteina causa uma alteragéo
no angulo (por exemplo, BIACore®, Biacore International AB). Outras técni-
cas adequadas paa analisar interagdes proteina-proteina (por exemplo, cro-
matografia por afinidade, blotting por afinidade e coimunoprecipitagéo) ou
para avaliar afinidades de ligagao (por exemplo, cromatografia por afinidade
de proteina, sedimentacgao, filtracdo por gel, métodos de fluorescéncia, a-
mostragem de fase sélida de solugdes de equilibrio, e ressonancia de plas-
mon superficial) foram revisadas por Phizicky EM e Fields S. (Phizicky and
Fields, 1995; Sadir et al., 2001).

Uma pessoa versada na técnica reconhecera adicionalmente
que muteinas, sais, isoformas, proteinas fundidas, derivados funcionais ou
fracbes ativas de SDF-1, conservardao uma atividade bioldgica similar, ou
mesmo melhor, de SDF-1. A atividade biolégica de SDF-1 e muteinas, iso-
formas, proteinas fundidas ou derivados funcionais, fragbes ativas ou frag-
mentos ou sais dos mesmos, pode ser medida em bioensaio, usando um

sistema celular.
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FragOes ativas preferenciais t&ém uma atividade a qual é igual ou
melhor do que a atividade de SDF-1 de extensao total, ou a qual tem vanta-
gens adicionais, tais como uma melhor estabilidade ou uma menor toxicida-
de ou imunogenicidade, ou sdo mais faceis de produzir em grandes quanti-
dades, ou mais faceis de purificar. Uma pessoa versada na técnica reconhe-
cera que muteinas, fragmentos ativos e derivados funcionais podem ser ge-
rados clonando o DNAc correspondente em plasmideos apropriados e tes-
tando os mesmos no ensaio celular, conforme mencionado acima.

As proteinas de acordo com a presente invengdo podem ser gli-
cosiladas ou nao-glicosiladas, podem ser derivadas de fontes naturais, tais
como fluidos corporais, ou preferencialmente podem ser produzidas de mo-
do recombinante. Expressao recombinante pode ser realizada em sistemas
de expressdo procarioticos tais como E. coli, ou em eucaridticos, tais como
células de insetos, e preferencialmente em sistemas de expressdo mamife-
ros, tais como células CHO ou células HEK. Além disso, as proteinas da in-
vengao podem ser modificadas, estendidas ou encurtadas, removendo ou
adicionando N-terminalmente uma Metionina (Met) ou amino-oxipentano (A-
OP), na medida que os efeitos neuroprotetores sejam conservados.

Conforme usado aqui, neste requerimento de patente, o termo
"muteinas” se refere a analogos de SDF-1, nos quais um ou mais dos resi-
duos aminoacidos de um SDF-1 natural sdo substituidos por diferentes resi-
duos aminoacidos, ou sdo eliminados, ou um ou mais residuos aminoacidos
sdo adicionados a sequéncia natural de SDF-1, sem alterar consideravel-
mente a atividade dos produtos resultantes comparados com o SDF-1 selva-
gem. Estas muteinas sdo preparadas por sintese conhecida e/ou por técni-
cas de mutagénese sitio-dirigida, ou qualquer outra técnica conhecida ade-
quada para esse fim.

Muteinas de SDF-1, as quais podem ser usadas de acordo com
a presente invengéo, ou acido nucleico codificando as mesmas, incluem uma
série finita de sequéncias substancialimente correspondentes como pepti-
deos ou polinucleotideos de substituicdo as quais podem ser obtidas rotinei-

ramente por uma pessoa de conhecimento regular da técnica, sem indevida
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experimentagdo, com base nos ensinamentos e orientagdo apresentados
aqui, neste requerimento de patente.

Muteinas de acordo com a presente invengao incluem proteinas
codificada por um acido nucleico, tais como DNA ou RNA, o qual hibridiza a
DNA ou RNA, o qual codifica SDF-1, de acordo com a presente invengao,
sob condigbes moderadamente ou altamente estringentes. O cDNA codifi-
cando SDF-1a é descrito como SEQ ID NO 6. O termo "condic¢des estringen-
tes" se refere a hibridizagédo e a condi¢cdes de lavagem subsequentes, as
quais as pessoas versadas na técnica se referem convencionalmente como
"estringentes". Vide Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology,
supra, Interscience, N.Y., §§6.3 e 6.4 (1987, 1992), e Sambrook et al. (Sam-
brook, J. C., Fritsch, E. F., e Maniatis, T. (1989) Molecular Cloning: A Labo-
ratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
NY).

Sem limitagdo, exemplos de condigdes estringentes incluem
condi¢Oes de lavagem 12-20°C abaixo da Tm calculada do hibrido em estu-
do em, por exemplo, 2 x SSC e 0,5% de SDS por 5 minutos, 2 x SSC e 0,1%
de SDS por 15 minutos; 0,1 x SSC e 0,5% de SDS a 37°C por 30 a 60 minu-
tos e em seguida, um 0,1 x SSC e 0,5% de SDS a 68°C por 30 a 60 minutos.
As pessoas versadas na técnica entendem que as condigdes de estringéncia
também dependem da extensdo das sequéncias de DNA, sondas de oligo-
nucleotideos (tais como 10 a 40 bases) ou sondas de oligonucleotideos mis-
tas. Se forem usadas sondas mistas, € preferencial usar cloreto de tetrametil
aménio (TMAC) ao invés de SSC. Vide Ausubel, supra.

Em uma modalidade preferencial, qualquer muteina semelhante
tem pelo menos 40% de identidade ou homologia com as sequéncias de
SEQ ID NO: 1 a 4 da listagem de sequéncia anexada. Mais preferencialmen-
te, tem pelo menos 50%, pelo menos 60%, pelo menos 70%, pelo menos
80% ou, ainda mais preferencialmente, pelo menos 90% de identidade ou
homologia com as mesmas.

Identidade reflete uma relagao entre duas ou mais sequéncias

de polipeptideos ou duas ou mais sequéncias de polinucleotideos, determi-
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nada comparando as sequéncias. Em geral, identidade se refere a uma cor-
respondéncia exata de nucleotideo para nucleotideo ou aminoacido para
aminoacido dos dois polinucleotideos ou duas sequéncias de polipeptideos,
respectivamente, sobre a extensido das sequéncias sendo comparadas.

Para sequéncias onde ndao ha uma correspondéncia exata, pode
ser determinada uma "% de identidade". Em geral, as duas sequéncias a
serem comparadas s&o alinhadas para dar uma maxima correlagao entre as
sequéncias. Isto pode incluir "intervalos" de insergdo em qualquer uma ou
ambas as sequéncias, para reforcar o grau de alinhamento. Uma % de iden-
tidade pode ser determinada sobre a extens3o inteira de cada uma das se-
quéncias sendo comparadas (denominadas alinhamento global), que é parti-
cularmente adequada para sequéncias da mesma extensdo ou de extensdo
muito similar, ou sobre extensdes mais curtas definidas (denominadas ali-
nhamento local), que é mais adequada para sequéncias de extensdo desi-
gual.

Métodos para comparar a identidade e a homologia de duas ou
mais sequéncias sdo de conhecimento geral na técnica. Portanto, por exem-
plo, programas disponiveis no pacote de andlise de sequéncias Wisconsin
Sequence Analysis Package, versado 9.1 (Devereux et al., 1984), por exem-
plo, os programas BESTFIT e GAP, podem ser usados para determinar a %
de identidade entre dois polinucleotideos e a % de identidade e a % de ho-
mologia entre duas sequéncias de polipeptideos. BESTFIT usa o algoritmo
de "homologia local" de Smith e Waterman (Smith e Waterman, 1981) e des-
cobre a melhor regido Unica de similaridade entre duas sequéncias. Outros
programas para determinar a identidade e/ou similaridade entre sequéncias
também sado conhecidos na técnica, por exemplo, a familia de programas
BLAST (Altschul et al., 1990; Altschul et al., 1997), acessivel através da ho-
me page da NCBI em www.ncbi.nim.nih.gov) e FASTA (Pearson, 1990; Pe-
arson e Lipman, 1988).

Alteragdes preferenciais para muteinas de acordo com a presen-
te invengao sédo as que sao conhecidas como substituicbes "conservativas".

Substituicdes de aminoacidos conservativas de polipeptideos SDF-1, podem
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incluir aminoéacidos sinénimos dentro de um grupo os quais tém proprieda-
des fisicoquimicas suficientemente similares em que a substituicdo entre
membros do grupo preservara a fungao bioldégica da molécula (Grantham,
1974). E evidente que insergdes e eliminagdes de aminoacidos também po-
dem ser feitas nas sequéncias definidas acima sem alterar sua fungao, parti-
cularmente se as insergdes ou eliminagdes somente envolverem uns poucos
aminoacidos, por exemplo, abaixo de treze, e preferencialmente abaixo de
dez, e ndao removerem ou deslocarem aminoacidos os quais sdo cruciais
para uma conformagao funcional, por exemplo, residuos cisteina. Proteinas
e muteinas produzidas por semelhantes eliminagbes e/ou insergoes estio
dentro do alcance da presente invengéao.

Preferencialmente, os grupos de aminoacidos sin6nimos sao
aqueles definidos na Tabela |. Mais preferencialmente, os grupos de amino-
acidos sindnimos sao aqueles definidos na Tabela II; e o mais preferencial-
mente os grupos de aminoacidos sindnimos sdo aqueles definidos na Tabela
.

Tabela |

Grupos Preferenciais de Aminoacidos Sindnimos

Aminoacido Grupo Sinénimo
Ser Ser, Thr, Gly, Asn
Arg Arg, GIn, Lys, Glu, His
Leu lle, Phe, Tyr, Met, Val, Leu
Pro Gly, Ala, Thr, Pro
Thr Pro, Ser, Ala, Gly, His, GIn, Thr
Ala Gly, Thr, Pro, Ala
Val : Met, Tyr, Phe, lle, Leu, Val
Gly Ala, Thr, Pro, Ser, Gly
lle Met, Tyr, Phe, Val, Leu, lle
Phe Trp, Met, Tyr, lle, Val, Leu, Phe
Tyr Trp, Met, Phe, lle, Val, Leu, Tyr
Cys Ser, Thr, Cys

His Glu, Lys, Gin, Thr, Arg, His
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Gin Glu, Lys, Asn, His, Thr, Arg, Gin
Asn GIn, Asp, Ser, Asn
Lys Glu, GIn, His, Arg, Lys
Asp Glu, Asn, Asp
Glu - Asp, Lys, Asn, GIn, His, Arg, Glu
Met Phe, lle, Val, Leu, Met
Trp Trp
Tabela Il

Grupos Mais Preferenciais de Aminoacidos Sinénimos

Aminoacido Grupo Sinénimo
Ser Ser
Arg ~ His, Lys, Arg
Leu Leu, lle, Phe, Met
Pro Ala, Pro
Thr Thr
Ala Pro, Ala
Val Val, Met, lle
Gly Gly
lle lle, Met, Phe, Val, Leu
Phe Met, Tyr, lle, Leu, Phe
Tyr Phe, Tyr
Cys Cys, Ser
His His, GIn, Arg
GIn Glu, GIn, His
Asn Asp, Asn
Lys Lys, Arg
Asp Asp, Asn
Glu Gly, GIn
Met Met, Phe, lle, Val, Leu

Trp Trp
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Tabela lll

Grupos Mais Preferenciais de Aminoacidos Sin6bnimos

Aminoacido Grupo Sinénimo

Ser Ser

Arg Arg

Leu Leu, lle, Met
Pro Pro

Thr Thr

Ala Ala

Val Val

Gly Gly

lle lle, Met, Leu
Phe Phe

Tyr Tyr

Cys Cys, Ser
His His

GIn Gln

Asn Asn

Lys Lys

Asp Asp

Glu Glu

Met Met, lle, Leu
Trp Met

Exemplos de produgao de substituicdes de aminoacidos em pro-
teinas os quais podem ser usados para obter muteinas de SDF-1, polipepti-
deos ou proteinas, para uso na presente invengao incluem quaisquer etapas
de métodos conhecidos, tal como apresentada nas patentes dos Estados
Unidos N 4.959.314, 4.588.585 e 4.737.462, para Mark et al; N° 5.116.943
para Koths et al., N° 4.965.195 para Namen et al; N° 4.879.111 para Chong
et al; e N° 5.017.691 para Lee et al; e proteinas substituidas com lisina apre-
sentadas na patente dos Estados Unidos N° 4.904.584 (Shaw et al).

O termo "proteina fundida" se refere a um polipeptideo compre-
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endendo SDF-1, ou uma muteina ou fragmento do mesmo, fundido a outra
proteina, a qual tem, por exemplo, uma duragdo da permanéncia prolongada
nos fluidos corporais. Um SDF-1 pode portanto ser fundido a outra proteina,
polipeptideo ou similar, por exemplo, uma imunoglobulina ou um fragmento
do mesmo.

"Derivados funcionais" conforme usado aqui, neste requerimento
de patente, cobre derivados de SDF-1, e suas muteinas e proteinas fundi-
das, os quais podem ser preparados a partir dos grupos funcionais que ocor-
rem como cadeias laterais sobre os residuos ou os grupos N- ou
C-terminais, por meios conhecidos na técnica, e séo incluidos na invengdo
contanto que permanegam farmaceuticamente aceitaveis, isto €, ndo destru-
am a atividade da proteina que é substancialmente similar a atividade de
SDF-1, e ndo confiram propriedades toxicas a composigoes contendo estes.

Estes derivados podem incluir, por exemplo, cadeias laterais de
polietileno glicol, as quais podem mascarar sitios antigénicos e prolongar a
permanéncia de um SDF-1 nos fluidos corporais. Outros derivados incluem
esteres alifaticos dos grupos carboxila, amidas dos grupos carboxila por rea-
¢do com amdnia ou com aminas primarias ou secundarias, derivados de
N-acila de grupos amino livres dos residuos aminoacidos formados com por-
¢oOes acila (por exemplo, grupos alcanoila ou aroila carbociclicos) ou deriva-
dos de O-acila de grupos oxidrila livres (por exemplo, os de residuos serila
ou treonila) formados com porgdes acila.

Como "fragdes ativas” de SDF-1, muteinas e proteinas fundidas,
a presente invengao cobre qualquer fragmento ou precursores da cadeia de
polipeptideo da molécula de proteina somente ou junto com moléculas asso-
ciadas ou residuos encadeados a essa, por exemplo, residuos de agUcar ou
fosfato, ou agregados da molécula de proteina ou dos residuos de agucar
sozinhos, contanto que a referida fragdo tenha atividade substancialmente
similar a SDF-1.

O termo "sais" aqui, neste requerimento de patente, se refere a
ambos os sais de grupos carboxila e a sais de adi¢gdo de acido de gruApos

amino de molécula SDF-1 ou analogos dos mesmos. Sais de um grupo car-
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boxila podem ser formados por meios conhecidos na técnica e incluem sais
inorgénicos, por exemplo, sais de sédio, calcio, aménio, férricos ou de zinco,
e similares, e sais com bases organicas como as formadas, por exemplo,
com aminas, tais como trietanolamina, arginina ou lisina, piperidina, procaina
e semelhantes. Sais de adi¢ao de acido incluem, por exemplo, sais com aci-
dos minerais, tais como, por exemplo, acido cloridrico ou acido sulfarico, e
sais com acidos organicos, tais como, por exemplo, acido acético ou acido
oxalico. Logicamente, quaisquer dos sais referidos devem conservar a ativi-
dade bioldgica de SDF-1 relevante para a presente invengao, isto &, efeito
neuroprotetor em uma doenga neuroldgica.

Em uma modalidade preferencial da invengao, SDF-1 é fundido
a uma molécula de veiculo, um peptideo ou uma proteina que estimula o
cruzamento da barreira sanguinea cerebral ("BSC"). Isto serve para orienta-
¢ao apropriada da molécula para o sitio de agdo nestes casos, nos quais o
sistema nervoso central estd envolvido na doenga. Modalidades para libera-
¢édo de farmacos através da barreira sanguinea cerebral acarretam disrup-
¢ao da barreira sanguinea cerebral, ou por meio osmético ou bioquimica-
mente pelo uso de substancias vasoativas tais como bradicinina. Outras es-
tratégias para passar através da barreira sanguinea cerebral podem acarre-
tar o uso de sistemas de transporte enddgenos, incluindo transportadores
mediados por veiculos tais como veiculos de glicose e aminoacido; transci-
tose mediada por receptores para insulina ou transferrina; e transportadores
de efluxo ativos tais como p-glicoproteina; Penetratin, um peptideo de 16
meros (pAntp) derivado do terceiro dominio helicoidal da homeoproteina An-
tennapedia, e seus derivados. Estratégias para liberagao de farmacos atras
da barreira sanguinea cerebral incluem adicionalmente implantagao intrace-
rebral.

Derivados funcionais de SDF-1 podem ser conjugados a polime-
ros de modo a melhorar as propriedades da proteina, tais como a estabilida-
de, a meia-vida, a biodisponibilidade, a tolerancia pelo corpo humano, ou a
imunogenicidade. Para atingir esta meta, SDF-1 pode ser encadeado, por

exemplo, a Polietileno glicol (PEG). Pode ser realizada PEGuilagdo por mé-



10

16

" 20

25

30

37

todos conhecidos, descritos na WO 92/13095. Por exemplo, SDF-1a pode
ser peguilado nos residuos envolvidos na ligagao de glicosaminoglicano, por
exemplo, Lys24, His25, Lys27, Arg41 ou Lys43.

Portanto, em uma modalidade preferencial da presente inven-
¢éo, SDF-1 é PEGuilado.

Em uma modalidade adicionalmente preferencial da invencao, a
proteina fundida compreende uma fusdo de imunoglobulina (Ig). A fusdo po-
de ser direta, ou através de um curto peptideo encadeador o qual pode ser
tdo curto quanto 1 a 3 residuos aminoacidos de extensao ou mais longo, por
exemplo, 13 residuos aminoacidos de extensao. O referido encadeador pode
ser um tripeptideo da sequéncia E-F-M (Glu-Phe-Met), por exemplo, ou uma
sequéncia encadeadora de 13 aminoacidos compreendendo Glu-Phe-Gly-
Ala-Gly-Leu-Val-Leu-Gly-Gly-GIn-Phe-Met introduzidos entre a sequéncia
SDF-1 e a sequéncia de imunoglobulina, por exemplo. A proteina de fusdo
resultante tem propriedades aprimoradas, tais como uma duragdo da per-
manéncia prolongada nos fluidos corporais (meia-vida), ou uma aumentada
atividade especifica, aumentado nivel de expressao. A fusdo de Ig também
pode facilitar a purificagdo da proteina fundida.

Em ainda uma outra modalidade preferencial, SDF-1 é fundido a
regidao constante de uma molécula de Ig. Preferencialmente, é fundido a re-
gides de cadeia pesada, como os dominios CH2 e CH3 de IgG1 humana,
por exemplo. Outras isoformas de moléculas de Ig também sdo adequadas
para a geragao de proteinas de fusdo de acordo com a presente invengao,
tais como isoformas 1gG; our IgG4, ou outras classes de Ig, como IgM, por
exemplo. Proteinas de fusdo podem ser monoméricas ou multiméricas, hete-
ro- ou homomultiméricas. A por¢gdo de imunoglobulina da proteina fundida
pode ser adicionalmente modificada de modo a nao ativar a ligagdo de com-
plemento ou a cascata de complemento ou ligar a receptores de Fc.

Proteinas de fusdo adicionais de SDF-1 podem ser preparadas
fundindo dominios isolados de outras proteinas permitindo a formagdo ou
dimeros, trimeros, e etc. Exemplos para sequéncias de proteinas permitindo

a multimerizagcdo dos polipeptideos da Invengdo sdo dominios isolados de
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proteinas tais como hCG (WO 97/30161), colageno X (WO 04/33486), C4BP
(WO 04/20639), proteinas Erb (WO 98/02540), ou peptideos de espiral espi-
ralada (WO 01/00814).

A invengao adicionalmente se refere ao uso de uma combinagédo
de SDF-1 e um agente imunossupressor para a fabricagdo de um medica-
mento para tratamento e/ou prevencdo de disturbios neuroldgicos, para uso
simulténeo, sequencial ou separado. Agentes imunossupressores podem ser
esterdides, metotrexato, ciclofosfamida, anticorpos anti-leucécitos (tais como
CAMPATH-1), e similares.

A invengao adicionalmente se refere ao uso de uma combinagéo
de SDF-1 e um interferon e/ou osteopontina e/ou clusterina, para a fabrica-
¢do de um medicamento para tratamento e/ou prevengao de distarbios neu-
rolégicos, para uso simultdneo, sequencial, ou separado.

O termo "interferon”, conforme usado no presente requerimento
de patente, pretende incluir qualquer molécula definida como tal na literatura,
compreendendo, por exemplo, quaisquer tipos de IFNs mencionados na se-
¢ao "Antecedentes da Invengao" acima. O interferon pode ser preferencial-
mente humano, mas também derivado de outras espécies, contanto que a
atividade biologica seja similar aos interferons humanos, e a molécula nao
seja imunogénica no homem.

Em particular, quaisquer tipos de IFN-a, IFN-B e IFN-y estéo in-
cluidos na definicdo acima. IFN-B é o IFN preferencial de acordo com a pre-
sente invengéo. .

O termo "beta-interferon (B-IFN)", conforme usado na presente
invengao, pretendé incluir interferon de fibroblastos humanos, conforme obti-
do por isolamento de fluidos biolégicos ou conforme obtido por técnicas de
DNA recombinante a partir de células hospedeiras procarioticas ou eucariéti-
cas bem como seus sais, derivados funcionais, variantes, analogos e frag-
mentos.

De particular importancia € uma proteina que foi derivada ou
combinada com um agente formador de complexo para ser de longa dura-

¢ao. Por exemplo, podem ser usadas versdes PEGuiladas, conforme men-
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cionado acima, ou proteinas produzidas por engenharia genética para apre-
sentar atividade de longa duragé@o no corpo, de acordo com a presente in-
vencgao.

O termo "derivados" pretende incluir somente os derivados que
nao alteram um aminoacido para outro dos vinte aminoacidos naturais que
ocorrem comumente.

Interferons também podem ser conjugados a polimeros de modo
a melhorar a estabilidade das proteinas. Um conjugado entre B Interferon e o
poliol Polietilieno glicol (PEG) foi descrito na publicacdo de patente interna-
cional No. WO 99/55377, por exemplo.

Em outra modalidade preferencial da invencao, o interferon é
Interferon-p (IFN-B), e mais preferencialmente IFN-B1a.

SDF-1 é preferencialmente usado simultaneamente, sequenci-
almente, ou separadamente com o interferon.

Em uma modalidade preferencial da presente invengao, SDF-1 é
usado em uma quantidade de cerca de 0,001 a 1 mg/kg de peso corporal, ou
cerca de 0,01 a 10 mg/kg de peso corporal ou cercade 9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2
ou 1 mg/kg de peso corporal ou cerca de 0,1 a 1 mg/kg de peso corporal.

A invengao adicionalmente se refere ao uso de uma molécula de
acido nucleico para fabricagdo de um medicamento para o tratamento e/ou a
prevengao de uma doenga neuroldgica, em que a molécula de acido nuclei-
co compreende uma sequéncia de acido nucléicode SEQ ID NO: 6 ou uma
sequéncia de acido nucleico codificando um polipeptideo compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos selecionada entre o grupo consistindo em:

(a) polipeptideo compreendendo aminoacidos de SEQ ID NO: 1

(b) um polipeptideo compreendendo aminoacidos de SEQ ID
NO: 4 |

(c) um polipeptideo compreendendo aminoacidos de SEQ ID
NO: 7

(d) um polipeptideo de (a) a (c) compreendendo adicionalmente
uma sequéncia de sinal, preferencialmente aminoacidos de SEQ ID NO: 5

(e) uma muteina de qualquer um de (a) a (d), em que a sequén-
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cia de aminoacidos tem pelo menos 40 % ou 50 % ou 60 % ou 70 % ou 80
% ou 90 % de identidade com pelo menos uma das sequéncias em (a) a (c);

(f) uma muteina de qualquer um de (a) a (d) a qual é codificada
por uma sequéncia de DNA a qual hibridiza ao complemento da sequéncia
de DNA nativa codificando qualquer um de (a) a (c) sob condigbes altamente
estringentes;

(g) uma muteina de qualquer um de (a) a (d) em que quaisquer
alteragbes na sequéncia de aminoacidos sdo substituicdes de aminoacidos
conservativas para as sequéncias de aminoacidos em (a) a (c);

(h) um sal ou uma isoforma, proteina fundida, derivado funcional,
ou fracdo ativa de qualquer um de (a) a (d).

O acido nucleico pode ser administrado, por exemplo, como uma
molécula de &cido nucleico nu, por exemplo, por injecdo intramuscular.

Portanto pode compreender sequéncias de vetores, tais como
sequéncia viral, util para expressado do gene codificado pela molécula de a-
cido nucleico no corpo humano, preferencialmente nas células ou tecidos
apropriados.

Portanto, em uma modalidade preferencial, a molécula de acido
nucleico compreende adicionalmente uma sequéncia de vetor de expresséo.
Sequéncias de vetores de expressdo sdo de conhecimento geral na técnica,
compreendem elementos adicionais servindo para expressdo do gene de
interesse. Podem compreender sequéncia regulatérias, tais como sequén-

cias promotoras e reforgadoras, sequéncias de marcadores de selegao, ori-

- gem de multiplicagdo, e semelhantes. Uma abordagem terapéutica genética

é portanto usada para tratar e/ou prevenir a doenga. Vantajosamente, a ex-
pressao de SDF-1 sera entao in situ.

Em uma modalidade preferencial, o vetor de expressdao é um
vetor derivado lentiviral. Foi mostrado que vetores lentivirais sdo mais efici-
entes na transferéncia de genes, em particular dentro do sistema nervoso
central. Outros vetores virais bem estabelecidos, tais como vetores deriva-
dos adenovirais, também podem ser usados de acordo com a invengao.

Um vetor direcionado pode ser usado de modo a reforcar a pas-
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sagem de SDF-1 através da barreira sanguinea cerebral. Os referidos veto-
res podem ser orientados, por exemplo, o receptor de transferrina ou outros
mecanismos de transporte endotelial.

Em uma modalidade preferencial da invengao, o vetor de ex-
pressao pode ser administrado por injecao intramuscular.

O uso de um vetor para induzir e/ou reforgar a produgéo endé-
gena de SDF-1 em uma célula normalmente silenciosa para expressao de
SDF-1, ou a qual expressa quantidades de SDF-1 as quais nao sao suficien-
tes, também é contemplado de acordo com a invengao. O vetor pode com-
preender sequéncias regulatorias funcionais nas células desejadas para ex-
pressar SDF-1. As referidas sequéncias regulatérias podem ser promotoras
ou reforgadoras, por exemplo. A sequéncia regulatéria pode ser entao intro-
duzida no lécus apropriado do genoma por recombinagdo homoéloga, deste
modo encadeando operavelmente a sequéncia regulatéria com o gene, cuja
expressao é requerido que seja induzida ou reforgada. A tecnologia € geral-
mente referida como "ativagdo de gene enddgeno” (EGA), e é descrita, por
exemplo, na WO 91/09955.

A invengao adicionalmente se refere ao uso de uma célula que
tenha sido modificada geneticamente para produzir SDF-1 na fabricagdo de
um medicamento para o tratamento e/ou a prévengéo de doengas neurologi-
cas.

A invencao adicionalmente se refere a uma célula que tenha si-
do modificada geneticamente para produzir SDF-1 para fabricagdo de um
medicamento para o tratamento e/ou a prevengéo de doencgas neurolégicas.
Portanto, uma abordagem terapéutica celular pode ser usada de modo a
liberar o farmaco as partes apropriadas do corpo humano.

A invencao adicionalmente se refere a composi¢des farmacéuti-
cas, particularmente Gteis para prevengéo e/ou tratamento de doengas neu-
rolégicas, as quais compreendem uma quantidade terapeuticamente eficaz
de SDF-1 e uma quantidade terapeuticamente eficaz de um interferon e/ou
osteopontina e/ou clusterina opcionalmente e adicionalmente uma quantida-

de terapeuticamente eficaz de um imunossupressor.
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A definicdo de "farmaceuticamente aceitavel" significa englobar
qualquer veiculo, o qual nao interfere com a eficacia da atividade biolbgica
do ingrediente ativo e que nao é toxico para o hospedeiro ao qual € adminis-
trado, ou que pode aumentar a atividade. Por exemplo, para administragao
parenteral, a uma ou mais proteinas ativas podem ser formuladas em uma
forma de dosagem unitaria para inje¢do em veiculos tais como salina, solu-
¢ao de dextrose, albumina sérica e solugao de Ringer.

Os ingredientes ativos da composigcao farmacéutica de acordo
com a invengao podem ser administrados a um individuo em uma variedade
de modos. As vias de administragdo incluem vias intradérmica, transdérmica
(por exemplo, em formulagdes de liberagao lenta), intramuscular, intraperito-
neal, intravenosa, subcutanea, oral, epidural, tépica, intratecal, retal, e intra-
nasal. Pode ser usada qualquer outra via de administragao terapeuticamente
eficaz, por exemplo, absorgéo através de tecidos epiteliais ou endoteliais ou
por terapia genética em que uma molécula de DNA codificando o agente
ativo € administrada ao paciente (por exemplo, através de um vetor), o que
faz com que o agente ativo seja expressado e secretado in vivo.

Além disso, a uma ou mais proteinas de acordo com a invengao
podem ser administradas junto com outros componentes de agentes biologi-
camente ativos tais como tensoativos, excipientes, veiculos, diluentes e vei-
culos farmaceuticamente aceitaveis.

 Para administragao parenteral (por exemplo, intravenosa, subcu-
tanea, intramuscular), a uma ou mais proteinas ativas podem ser formuladas
como uma solugdo, suspensao, emulsdo ou po liofilizado em associagao
com um veiculo parenteral farmaceuticamente aceitavel (por exemplo, agua,
solugdo salina, solugdo de dextrose) e aditivos que mantém isotonicidade
(por exemplo, manitol) ou estabilidade quimica (por exemplo, preservantes e
tampoes). A formulagao € esterilizada por técnicas usadas comumente.

A biodisponibilidade da uma ou mais proteinas ativas de acordo
com a invengao também pode ser melhorada usando procedimentos de con-
jugacgdo os quais aumentam a meia-vida da molécula no corpo humano, por

exemplo, encadeando a molécula a polietileno glicol (PEG), conforme descri-
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to no Pedido de Patente PCT N° WO 92/13095.

As quantidades terapeuticamente eficazes da(s) proteina(s) ati-
va(s) serdo uma fungdo de muitas variaveis, incluindo o tipo de proteina, a
afinidade da proteina, qualquer atividade citotoxica residual apresentada pe-
los antagonistas, a via de administragdo, a condigao clinica do paciente (in-
cluindo a necessidade de manter um nivel ndo-toxico de atividade de SDF-1
enddgeno).

Uma "quantidade terapeuticamente eficaz" é tal que quando ad-
ministrado, o SDF-1 exerce um efeito benéfico sobre a doenga neurolégica.
A dosagem administrada, como doses Unicas ou muitiplas, a um individuo
variara dependendo de uma variedade de fatores, incluindo as propriedades
farmacocinéticas de SDF-1, a via de administragdo, as condi¢bes e caracte-
risticas do paciente (sexo, idade, peso corporal, saude, altura), da extenséo
dos sintomas, dos tratamentos simultadneos, da frequéncia do tratamento e
do efeito desejado.

Conforme mencionado acima, SDF-1 pode ser usado preferen-
cialmente em uma quantidade de cerca de 0,001 a 1 mg/kg de peso corpo-
ral, ou cerca de 0,01 a 10 mg/kg de peso corporal ou cercade 9, 8, 7, 6, 5, 4,
3, 2 ou 1 mg/kg de peso corporal ou cerca de 0,1 a 1 mg/kg de peso corpo-
ral.

A via de administragado, a qual é preferencial de acordo com a
invengdo, é administragdo por via subcutanea. A administragdo intramuscu-
lar é adicionalmente preferencial de acordo com a invencao.

Em modalidades preferenciais adicionais, SDF-1 € administrado
diariamente ou a cada dois dias.

As doses diarias sdo geralmente administradas em doses dividi-
das ou em forma de liberagédo gradual eficaz para obter os resultados dese-
jados. Segundo ou subsequentes administragbes podem ser realizadas em
uma dosagem a qual € a mesma, menor do que ou maior do que a dose
prévia ou inicial administrada ao individuo.

De acordo com a invengao, SDF-1 pode ser administrado profila-

ticamente ou terapeuticamente a um individuo antes de, simultaneamente ou
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sequencialmente com outros regimes ou agentes terapéuticos (por exemplo,
regimes de multiplos farmacos), em uma quantidade terapeuticamente efi-
caz, em particular com um interferon. Agentes ativos que sao administrados
simultaneamente com outros agentes terapéuticos podem ser administrados
nas mesmas ou em diferentes composigdes.

A invencdo adicionalmente se refere a um método para tratar
uma doenga neurolégica compreendendo administrar a um paciente que ne-
cessite do mesmo uma quantidade eficaz de SDF-1, ou de um agonista de
atividade de SDF-1, opcionalmente junto com um veiculo farmaceuticamente
aceitavel.

Um método para tratar uma doenga neurolégica compreendendo
administrar a um paciente que necessite do mesmo uma quantidade eficaz
de SDF-1, ou de um agonista de atividade de SDF-1, e um interferon, opcio-
nalmente junto com um veiculo farmaceuticamente aceitavel, também esta
dentro da presente invencgao.

Um método para tratar uma doencga neurolégica compreendendo
administrar a um paciente que necessite do mesmo uma quantidade eficaz
de SDF-1, ou de um agonista de atividade de SDF-1, e osteopontina, opcio-
nalmente junto com um veiculo farmaceuticamente aceitavel, também esta
dentro da presente invengao.

Um meétodo para tratar uma doenga neuroldgica compreendendo
administrar a um paciente que necessite do mesmo uma quantidade eficaz
de SDF-1, ou de um agonista de atividade de SDF-1, e clusterina, opcional-
mente junto com um veiculo farmaceuticamente aceitavel, também esta den-
tro da presente invencgao.

Todas as referéncias citadas aqui, neste requerimento de paten-
te, incluindo artigos de jornal ou sumarios, requerimentos de patente estran-
geira ou dos Estados Unidos publicados ou nao-publicados, patentes es-
trangeiras ou dos Estados Unidos emitidas ou quaisquer outras referéncias,
sao inteiramente incorporados por meio de referéncia aqui, neste requeri-
mento de patente, incluindo todos dos dados, tabelas, figuras e texto apre-

sentados nas referéncias citadas. Adicionalmente, os teores integrais das
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referéncias citadas dentro das referéncias citadas aqui, neste requerimento
de patente, também sao inteiramente incorporados por meio de referéncia.

Referéncia a etapas de métodos conhecidos, etapas de métodos
convencionais, métodos conhecidos ou métodos convencionais ndo é de
modo alguma uma admissao de qualquer aspecto, descricdo ou modalidade
da presente invengao é descrito, ensinado ou sugerido na técnica relevante.

Portanto a descricdo precedente das modalidades especificas
revelara totalmente a natureza geral da invengdo que outros podem, apli-
cando conhecimento dentro do conhecimento da técnica (incluindo os teores
das referéncias citadas aqui, neste requerimento de patente), modificar e/ou
adaptar prontamente para varias aplicagdes das modalidades especificas
referidas, sem indevida experimentagéo, sem se afastar do conceito geral da
presente invengao. Portanto, pretende-se que as adaptacdes e modificagdes
referidas estejam dentro do significado de uma série de equivalentes das
modalidades descritas, com base no ensinamento e orientacdo apresenta-
dos aqui, neste requerimento de patente. Deve ser entendido que a fraseo-
logia ou terminologia aqui, neste requerimento de patente, é para os fins de
descri¢gdo e nao de limitagcdo, de tal modo que a terminologia ou fraseologia
da presente especificagdo deve ser interpretada pelo técnico versado a luz
dos ensinamentos e orientagdo apresentados aqui, neste requerimento de
patente, em combinagao com o conhecimento de uma pessoa ordinariamen-
te versada na técnica.

Tendo agora descrito a invengéo, serd mais prontamente enten-
dido por meio de referéncia aos exemplos seguintes que sao proporcionados
a titulo de ilustragdo e nao se pretende que sejam limitantes da presente
invengao.

Exemplos

SDF-1a e variante SDF-1a de quimocinas recombinantes hu-
manas foram produzidas in-house. As sequéncias codificantes (SEQ ID NO:
1 para SDF-1a e SEQ ID NO: 4 para variante SDF-1a) foram clonadas no
sitio Nde1/BamHI do vetor pET20b+ e expressadas em células de E.Coli.
EXEMPLO 1: Culturas corticais mistas de atividade de SDF-1 e variante
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SDF-1 tratadas com LPS

Introdugado
Embora considerado um sitio imunologicamente privilegiado, o

SNC pode apresentar reagdes inflamatodrias significativas, as quais podem
desempenhar um papel em uma série de doengas neuroldgicas. Microglias
parecem ser particularmente importantes para a iniciagao e a sustentagao de
inflamag¢ao do SNC. Estas células existem em uma forma quiescente no sis-
tema nervoso central normal, mas adquirem propriedades semelhantes aos
macréfagos (incluindo fagocitose ativa, regulagdo para cima de proteinas
necessarias para apresentagao antigénica e produgdao de citocinas pro-
inflamatérias) e estimulagao por infecgdes ou células T.

Este ambiente inflamatério in vitro e in vivo pode ser simulado
por lipopolissacarideo (LPS), um componente das membranas externas de
bactérias Gram-negativas. LPS €& o melhor exemplo caracterizado de reco-
nhecimento inato que leva a uma robusta reagao inflamatéria por células
fagociticas através do Toll receptor 4. LPS tem sido amplamente usado na
area para ativar microglias em culturas puras, coculturas ou culturas mistas.
Baixos niveis de LPS induzem liberagao de citocina sem induzir morte celu-
lae, maiores doses podem induzir degeneragao neuronal ou de oligodendré-
citos in vitro (Lehnardt et al., 2002; Sadir et al., 2001) e in vivo (Lehnardt et
al., 2003; Sadir et al., 2001).

Materiais e métodos

Preparacdo de culturas corticais mistas primarias

A cultura de células primarias foi realizada conforme descrito
(Lubetzki et al., 1993) usando tecido cerebral de embriGes isolados de ca-
mundongos NMRI em 16 dias pds-coito. Os hemisférios cerebrais foram dis-
secados de cérebros de embrides, dissociados através de digestédo por trip-
sina e a Unica suspens3o celular foi semeada a 5x10* células em 50 pl de
meio de mielinagao por cavidade sobre laminas de 96 cavidades revestidas
com poli-L-lisina BioCoat® (356516, Becton Dickinson). O meio de mielina-
¢ao consistiu em meio de Bottenstein-Sato (Bottenstein e Sato, 1979; Sadir

et al., 2001), suplementado com 1% de FCS, 1% de solucdo de penicilina-
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estreptomicina (Seromed) e fator de crescimento derivado de plaquetas re-
combinante AA (PDGF-AA, R&D Systems) a 10 ng/mL.

Tratamento de Culturas corticais mistas primarias com LPS: Set up do en-

saio

Para o set up da liberagao de citocinas a partir de culturas corti-
cais mistas primarias estimuladas com LPS, as culturas foram cultivadas a
37°C e 10% de CO, por 14 dias e em seguida foram estimuladas por 48 ho-
ras com concentragdes crescentes de lipopolissacarideo (0, 0,5, 1, 2,5, 5
ng/ml).

Depois de 48 horas de estimulagdo com lipopolissacarideo, 80 pl
de sobrenadantes foram coletadas e congeladas a —80 °C antes de analise
do teor de: ,

- liberag&o de citocina (TNF-a e IL-6), analisada através do kit de
inflamacéo de camundongo CBA (BD Biosciences 552364)SDF-1

- SDF-1a usando o set up do sanduiche ELISA in-house e des-
crito aqui abaixo.

- viabilidade celular avaliada usando um teste de MTS (Ensaio
de Proliferacdo Celular Nao-Radioativa, Promega G5421; que mede a ativi-
dade mitocondrial através da formag¢dao de um sal de formazano insoluvel
que tenha sido demostrado que se correlaciona com a densidade celular).
ELISA de SDF-1a

Um sanduiche ELISA para quantificagdo dos niveis de SDF-1a

em culturas corticais mistas foi estabelecido in-house. Para revestimento
foram usados 100 pl/ cavidade de SDF-1 anti-camundongo monoclonal
(1:500 R&D Systems Inc, Minneapolis, EUA), foram usados 100 pl/ cavidade
de IgG anti-camundongo policlonal biotinilado (1:400 R&D Systems Inc, Min-
neapolis, EUA) como anticorpo secundario e 100 pl/ cavidade de peroxidase
de rabano-silvestre conjugada a extravidina (1:5000 Sigma, St. Louis, MO,
EUA). SDF-1 de camundongo recombinante (2000 a 10 ng/mi de R&D Sys-
tems Inc, Minneapolis, EUA) foi usado para realizar a curva-padrdo. Para
visualizagao, foram usados 100 pul/ cavidade de pacote de reagente de subs-

trato uma mistura de peréxido de hidrogénio estabilizado e tetrametilbenzidi-
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na (R&D Systems Inc, Minneapolis, EUA). A densidade ética foi medida u-
sando uma leitora de fluoroplaca (Labsystems Multiskan EX) a 450 nm.

Efeitos de SDF-1a e variante SDF-1a sobre a expressao de citocina em cul-

turas estimuladas com LPS

Para testar os efeitos de SDF-1a. e variante SDF-1a (conforme
definido na SEQ ID NO: 4) sobre culturas estimuladas com LPS, as células
foram deixadas para crescer por duas semanas. No dia 14, as células foram
pré-incubadas com concentragdes crescentes (0,001, 0,1 e 10 ng/ml) das
proteinas correspondentes em 25 ul de meio por trés horas a 37°C e 10% de
COs,. LPS foi em seguida suplementado para as células na concentragdo de
5 ng/ml em 25 ul de meio para obter um volume final de 100 pl e incubado pr
48 horas. Os sobre-nadantes foram coletados no dia 16 e os niveis de TNF-
a e IL-6 (as principais citocinas liberadas por microglia ativada) foram medi-
dos através de ELISAs especificos adquiridos dos sistemas R&D (DuoSet
TNF-ade camundongo ELISA DY410, IL-6 de camundongo ELISA DY406).

Foram usadas duas moléculas de controle, dexametasona e IL-
10 de camundongo, as quais foram demostradas que inibir a liberagdo de
citocina a partir de microglia ativada.

Analise de Dados

Foi realizada analise global dos dados usando ANOVA one-way.
Teste de Dunnett foi usado adicionalmente, e os dados foram comparados
com as "células ndo-tratadas”. O nivel de significancia foi determinado em a:
p<0,001;bou*:p<0,01;cou* p<0,05;d: p<0,1.Os resultados foram
expressados como média + erro padrao da média (s.e.m.).
Resultados
Set up do ensaio

A secregao de TNF-q, IL-6 foi induzida por LPS a 2,5 e 5 ng/ml e

ambas as doses nao foram toxicas em culturas complexas. Além disso, as
varias concentragdes de LPS (0, 0,5, 1, 2,5, 5 ng/ml) ndo influenciaram os
niveis endégenos de SDF-1a (resultados nao mostrados).
SDF-1a e variante SDF-1a

Os resultados mostraram que IL-10 a 10 ng/mi e Dexametasona
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(25 pM) regularam para baixo TNF-a e IL-6 comparados com células ndo
tratadas. Tanto SDF-1a quanto SDF-1a variante diminuiram significativa-
mente os niveis de secrecdo de TNF-a e IL-6 nas culturas corticais mistas
depois de estimulagdo com LPS comparados com células nao-tratadas e
com uma melhor concentragao de 10 ng/ml (Fig .1A e 1B).

Conclusdes

As culturas corticais mistas constituem um sistema complexo
que inclui varios tipos de células neuroepiteliais incluindo astrocitos, micro-
glia, neurdnios e oligodendrdcitos. O nao-mutante de ligagdo GAG de SDF-
1a, variante SDF-1-a, reduziu TNF-ge IL-6 em uma maneira similar a SDF-
1o indicando que a mutagdo GAG nao afeta a ligagdo de SDF-1a. a seu re-
ceptor CXCRA4. _

A inibicdo de citocinas vista com SDF-1a e variante SDF-1a em
culturas corticais mistas tratadas com LPS pode ser devida a uma agao dire-
ta de SDF-1 sobre microglia ou um efeito indireto sobre neurénios ou astroci-
tos expressando receptores CXCRA4.

De acordo com seu curso clinico, a esclerose multipla pode ser
classificada em varias categorias, estratificando os pacientes com esclerose
multipla com diferentes padrdes de atividade da doencga. Pacientes com so-
mente raras recaidas seguidas por completa recuperagdo de sua doencga
sdo considerados como tendo MS benigna. MS Recorrente-Remitente (R-
RMS), a forma mais comum de esclerose multipla, é observada em 85 a 90
% dos pacientes com esclerose multipla e se caracteriza por recaidas recor-
rentes seguidas por fases de recuperagdo com déficits residuais. Os ataques
séo provavelmente causados pelo trafego de células T reativas a mielina no
SNC, causando inflamagdo aguda. Com o tempo, a extenséo de recupera-
¢ao das recaidas é diminuida e aumenta a incapacidade neurolégica basal.
Essencialmente, aproximadamente 40 % dos pacientes com RRMS nao tém
mais ataques mas desenvolvem um disturbio secundario neurodegenerativo
progressivo relacionado a inflamagao crénica do SNC, conhecido como MS
Progressiva Secundaria (SPMS) (Confavreux et al., 2000). A evolugao a esta

forma progressiva secundaria da doenga é associada a significativamente
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menos lesdes ativas e uma reduc¢édo no volume do parénquima cerebral. En-
quanto a RRMS precoce é sensivel a imunossupressao, a responsividade a
imunoterapia diminui na SPMS e pode mesmo desaparecer em formas tardi-
as. Portanto, pode ser sugerida a hipétese de que a RRMS e a SPMS sao
um continuum ao invés de duas doencas, onde eventos inflamatérios agudos
precoces levam a indugao secundaria de um processo neurodegenerativo.

A forma Progressiva Primaria de MS (PPMS) é caracterizada a
partir do inicio pela auséncia de ataques agudos e ao invés envolve um de-
clinio clinico gradual. Clinicamente, esta forma da doenca é associada com
uma falta de resposta a qualquer forma de imunoterapia. Pouco se sabe so-
bre a patobiologia da Esclerose Multipla Progressiva Primaria, no entanto,
estudos post-mortem sugerem que a neurodegeneragdo é predominante
sobre inflamagao nestes pacientes. Interessantemente o dano da substancia
cinzenta prognostica a evolugdo de MS progressiva primaria sendo o mais
forte prognosticador paraclinico de piora de incapacidade subsequente (Ro-
varis 2006). A ativagdo de microglia na substancia cinzenta pode contribuir
para perda neuronal acelerada e desenvolvimento de atrofia cerebral. Por-
tanto variantes SDF-1alfa e SDF-1 podem ter um potencial no tratamento da
esclerose multipla progressiva primaria, devido a seu potencial para regular
a ativagédo de microglia e a sobrevida neuronal. Alguns dos mecanismos pa-
tofisiologicos levando a perda neuronal podem ser sobrepostos nas formas
de MS primaria e secundaria.

EXEMPLO 2: Efeito de variante SDF-1a sobre o recrutamento de leucdcitos

em um modelo in vivo do Recrutamento de células peritoneais

A principal fungdo das quimocinas é controlar a migragao de po-
pulagbes de leucdcitos especificas durante reagdes inflamatorias e vigilancia
imune. As quimocinas exercem seus efeitos bioldgicos por ligagdo a sete
receptores acoplados a proteina G transmembrana. Eles também podem
ligar tanto glicosaminoglicanos soluveis (GAGs) bem como GAGs sobre su-
perficies celulares as quais reforgam as concentragdes locais de quimocinas,
estimulando sua oligomerizagao e facilitando sua apresentagédo aos recepto-

res. Recentemente foi demonstrado que a interagdo de quimocinas com
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GAGs é necessaria para sua fungao quimiotactica in vivo.

Material e métodos

Camundongos fémeas Balb/C de 8 a 12 semanas de idade
(Janvier, Franga) foram injetados intraperitonealmente (i.p.) com 200 ul de
NaCl (0,9%, livre de LPS) ou 4 pg de quimocina (WT SDF-1aou SDF-1a va-
riante de acordo com SEQ ID NO:4 diluido em 200 ul de NaCl (0,9%, livre de
LPS). Em 4 pés injegdes de WT ou amutante SDF-1, os camundongos foram
sacrificados por asfixia por CO,, a cavidade peritoneal foi Iavada‘ com3x5
ml de PBS gelada e a lavagem total foi reunida para camundongos individu-
ais. As células totais coletadas foram contadas por hemocitdmetro (Neubau-
er, Alemanha).

Resultados .

SDF-1a injetado intraperitonealmente recruta leucdcitos. Varian-
te SDF-1a ndo recruta leucécitos, mostrando que a atividade de ligagao de
GAG in vivo é perdida pela mutagao no Variante SDF-1a (vide a figura 2).
Conclusbes

A variante SDF-1a (mutante de defeituoso de ligagao de GAG de
SDF-1) ndo apresenta atividade de recrutamento de leucécitos in vivo.
EXEMPLO 3: Quantificagdo de SDF-1a na medula espinhal na encefalomie-

lite autoimune experimental (cronica)

Introducgéo
A expressado de SDF-1a foi quantificada nas medulas espinhais

dissecadas de camundongos afetados com encefalomielite autoimune expe-
rimental induzida por peptideo MOG em fase cronica. O modelo de encefa-
lomielite autoimune experimental (EAE) € um modelo desmielinizante croni-
co murino e € um modelo animal estabelecido de esclerose multipla (MS). O
método usado para a indugéo de encefalomielite autoimune experimental em
camundongos €& adaptado do protocolo publicado por Sahrbacher et al.
(Sahrbacher et al., 1998).

Material e Métodos

Amostragem da medula espinhal

Foram dissecadas medulas espinhais de camundongos sofrendo
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de encefalomielite autoimune experimental 4 semanas depois do inicio da
doenga, isto &, presenga de paralisia da cauda como sinal clinico. Os ca-
mundongos foram perfundidos com PBS frio e as medulas espinhais foram
dissecadas em tampao de detergente triplo (50 mM de Tris, pH 8,0, 150 mM
de NaCl, 0,02% de NaNs, 0,1% de SDS, 1% de Nonidet P-40, 0,5% de de-
soxicolato de sddio) contendo um coquetel inibidor de protease (Roche Mo-
lecular Biochemicals, 1836170, 1 comprimento por 10 ml de tampao). 100 pl
de tampao foi usado por mg de tecido obtido. Amostras de tecido foram ar-
mazenadas em tubos eppendorf de plastico a —20°C antes de preparagao
através d ehomogenizagao e analise subsequente.

Analise do teor de SDF-1a da medula espinhal

Medulas espinhais foram degeladas e homogeneizadas em tam-
pao de detergente triplo usando um politron. Os niveis de proteina nas a-
mostras foram quantificadas através do Ensaio de Teor de Proteina BCA
(Pierce Biotechnology, Rockford IL61105, EUA) antes de analise do teor de
SDF-1a usando o ELISA descrito na se¢ao de material e métodos do Exem-
plo 1 acima.
Resultados

A figura 3 mostra uma hiperregulacéo de SDF-1a em tecido da
medula espinhal de animais com encefalomielite autoimune experimental na
fase cronica da EAE.
Conclusdes

A hiper-regulagdo da proteina SDF-1a nos extratos da medula
espinhal com EAE de fases de EAE MOG crbnicas, sugere um papel para
SDF-1a em neuroinflamacgéao diferente de recrutamento de células inflamato-
rias.
EXEMPLO 4: Efeito protetor de SDF-1a sobre neuropatia induzida por com-

pressdo do nervo ciatico

Introdugao
O presente estudo foi realizado para avaliar a regeneragao e a

remielinagdo nervosa em camundongos tratados com SDF-1a em diferentes

doses. Um efeito positivo de SDF-1a. sobre a sobrevida e a regeneragao
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neuronal e axonal (neurdnios sensoriais e motores), ou sobre a mielinagao
ou inflamacdo de macréfagos, pode levar a restauragdo da fungdo motora. A
regeneragao pode ser medida de acordo com a restauragao de fungdes sen-
sorimotoras, as quais podem ser avaliadas por registros eletrofisiolégicos.

Materiais e Métodos

Animais

Foram usados trinta camundongos fémeas C57bl/6 RJ de 8 se-
manas de idade (Elevage Janvier, Le Genest-St-Isle, Franca). Eles foram
divididos em 6 grupos (n = 6):

(a) compressao do nervo / Veiculo (Solugdo Salina / 0,02% de
BSA);

(b) compresséo do nervo / SDF-1a (3 pg/kg);

(c) compressao do nervo / SDF-1a (10 pg/kg);

(d) compresséo do nervo / SDF-1a (30 pg/kg);

(e) compressao do nervo / SDF-1a (100 pg/kg);

(f) compressao do nervo / IL-6 (30 ug /kg).

Os animais foram alojados em grupo (6 animais por gaiola) e
mantidos em um ambiente com temperatura controlada (21-22°C) e um ciclo
invertido de luz escuriddo (12h/12h) com agua e alimento disponiveis a von-
tade. Todos os experimentos foram realizados de acordo com orientagdes
institucionais.

Lesdo do nervo ciatico

Os animais foram anestesiados por inalagdo de 3% de Isofluran®

(Baxter). O nervo ciatico direito foi exposto cirurgicamente ao nivel da coxa
média e comprimido em 5 mm proximal a trifurcagao do nervo ciatico. O ner-
vo foi comprimido duas vezes por 30 segundos com um férceps hemostatico
(largura de 1,5 mm; Koenig; Strasbourg; Franga) com uma rotagdo de 90
graus entre cada compressao.

Planejamento de experimentos e tratamento farmacoldégico

Foi realizado teste eletromiografico (EMG) uma vez antes do dia
da cirurgia e a cada semana durante 3 semanas depois da operagao.

O dia da cirurgia de compressao do nervo foi considerado como
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dpl O (dpl = dia pds-lesdo). Nao foi realizado nenhum teste durante os 4 dias
depois da compressao.

A partir do dia da lesao do nervo até o fim do estudo, SDF-1a,
IL-6 ou Veiculo foram administrados diariamente por via de inje¢des subcu-
téneas (s.c.), 5 dias por semana.

Registro eletrofisiolégico

Foram realizados registros eletrofisiolégicos usando um eletro-
miografo Neuromatic 2000M (EMG) (Dantec, Les Ulis, Franga). Os camun-
dongos foram anestesiados por inalagdo de Isofluran® a 3% (Baxter). A tem-
peratura corporal normal foi mantida usando uma mesa de operagéo aqueci-
da (Minerve, Esternay, Franga).

O potencial de agao muscular do composto (CMAP) foi medido
no musculo gastrocnemius depois de uma Unica estimulagdo de 0,2 ms do
nervo ciatico em uma intensidade supramaxima (12,8 mA). A amplitude (mV)
e a laténcia (ms) do potencial de agao foram medidos sobre a perna opera-
da. As medidas também foram registradas sobre a perna contralateral (ndo-
comprimida) de animais tratados com Veiculo (Linha basal). A amplitude é
indicativa do numero de unidades motoras ativas, enquanto a laténcia distal
reflete indiretamente condugdo nervosa motora e velocidades de transmis-
sao neuromuscular, a qual depende em parte do grau de mielinagao.

Analise de dados

Andlise global dos dados foi realizada usando ANOVA one-way.
Foi usado teste de Dunnett adicionalmente, e os dados foram comparados
com o controle de "veiculo". O nivel de significancia foi determinado em a: p
< 0,001; b ou **: p < 0,01; cou *: p < 0,05; d: p <0,1. Os resultados foram
expressados como média * erro-padrao da média (s.e.m.).

Medicdes eletrofisiolégicas

Amplitude do potencial de acao muscular do composto (fiqura 4.A):

N&o foi observada alteragdo significativa na amplitude do poten-
cial de agdo muscular do composto do inicio ao fim do estudo sobre as per-
nas contralaterais (ndo-comprimidas) de animais tratados com veiculo (Linha

basal). Em contraste, a compressao do nervo ciatico induziu uma dramatica
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redugdo na amplitude do potencial de agdo muscular do composto com uma
reducdo no grupo tratado com Veiculo de cerca de 80% em dpl7 e dpl15,
quando comparado com os niveis da Linha basal respectiva. Quando ca-
mundongos foram tratados com SDF-1a, em 30 pg/kg ou wkg, ou IL-6 em
30 w/kg, demonstraram um aumento (cerca de 1,5 vez) na amplitude do po-
tencial de agdo muscular do composto, comparados com 0s niveis em ca-
mundongos nao-tratados, e este efeito foi significativo em 15 dpl e 22dpl.

Laténcia do potencial de acdo muscular do composto (Fig 4.B):

N&o houve deterioragdo da laténcia do potencial de agdo muscu-
lar do composto sobre as pernas contralaterais (ndo comprimidas) de ani-
mais tratados com veiculo do inicio ao fim do estudo. Em contraste, os mus-
culos sobre o lado comprimido apresentaram maior laténcia do potencial de
acao muscular do composto do que a Linha basal. Em camundongos trata-
dos com SDF-1q, o valor da laténcia do potencial de agdo muscular do com-
posto foi significativamente reduzido comparado com o valor de camundon-
gos tratados com Veiculo. No dia 7, este efeito pdde ser observado depois
de tratamento com 30 pg/kg e 100 ug/kg de SDF-1a mas ndo com 30 pg/kg
de IL-6. Em dpl 15 e 22, ainda foi obtido um efeito significativo com 30 pg/kg
e 100 pg/kg (mas ndao com 3 ou 10 ug/kg) de SDF-1a. SDF-‘].O, (30 ug/kg) &
mais potente do que IL-6 (30 ug/kg).

Conclusbes

O modelo de compressao do nervo € um modelo muito dramati-
co de lesdo nervosa traumatica e neuropatia periférica. Imediatamente de-
pois da compressao do nervo a maioria das fibras tendo um grande diametro
sdo perdidas, devido a lesdo mecanica, levando a forte redugédo na amplitu-
de do CMAP. A laténcia do CMAP nao é afetada imediatamente mas apre-
senta um aumento em 15 dias devido a degeneragao adicional de fibras de
pequeno diametro por degeneragdo secundaria, imunomediada (macrofa-
gos, granulocitos). A duragdo do CMAP esta aumentada em dpl 7 e atinge o
pico em dpl 15.

SDF-1a restaura a fungao depois de compressao do nervo peri-

férico (laténcia do potencial de agao muscular do composto). Também apre-
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sentou um efeito protetor no modelo de compressdo do nervo em camun-
dongos sobre todos os parametros medidos. Em resumo, SDF-1a foi tdo
eficaz quanto a molécula de referéncia usada neste estudo, IL-6.

EXEMPLO &: Efeito protetor de variante SDF-1a _sobre neuropatia induzida

por compressao do nervo ciatico

O modelo de compressao do nervo ciatico descrito no Exemplo 4
acima foi realizado para testar a variante SDF-1a conforme definida na SEQ
ID NO: 4 e os camundongos foram divididos nos 2 grupos seguintes (n = 6):

(a) compressao do nervo operado / Veiculo (Solugdo Salina /
0,02% de BSA);

(b) compresséao do nervo / variante SDF-1a a 30 pg/kg s.c.

As medidas registradas sobre a perna contralateral de animais
tratados com Veiculo foram consideradas como valores da Linha basal.

A variante SDF-1a usada neste exemplo e codificada pela SEQ
ID NO: 4 foi expressada com uma Metionina de N -terminal adicional. A du-
ragéo do potencial de agdo muscular do composto (tempo necessario para
uma sessao de despolarizagdo e uma repolarizagao) também foi registrada.
Resultados

Medicoes eletrofisiologicas

Amplitude do potencial de acdo muscular do composto (fiqura 5.A):

Um aumento significativo na amplitude do potencial de agdo
muscular do composto foi demonstrada a 22 dpl quando os camundongos
foram tratados com variante SDF-1a.

Laténcia do potencial de acdo muscular do composto (fiqura 5.B):

Em camundongos tratados com variante SDF-1a, o valor de la-
téncia do potencial de agdo muscular do composto foi significativamente re-
duzido comparado com o valor de camundongos tratados com veiculo, es-
pecialmente em 7 dpl. Ainda foi obtido um efeito positivo em 22 dpl.

Duracéo do potencial de acdo muscular do composto (figura 5.C):

Em camundongos tratados com variante SDF-1¢, o valor da du-
ragao do potencial de agdo muscular do composto foi reduzido comparado

com o valor de camundongos tratados com veiculo em 7 dpl e 22 dpl
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Conclusdes

Foi mostrado que SDF-1a variante restaura a fungdo depois de
compressao do nervo periférico (laténcia do potencial de agdo muscular do
composto). Também mostrou um efeito protetor no modelo de compresséo
do nervo em camundongos sobre todos os pardmetros medidos.
EXEMPLO 6: Efeito protetor de Met-SDF-1a sobre neuropatia induzida por

compressao do nervo ciatico

O modelo de compressao do nervo ciatico descrito no Exemplo 4
acima foi realizado para testar Met- SDF-1a (como definido na SEQ ID NO:
7) e os camundongos foram divididos nos 2 grupos seguintes (n = 6):

(a) compressé@o do nervo operado / Veiculo (Solugdo Salina /
0,02% de BSA);

(b) compressao do nervo / variante Met-SDF-1a em 100, 30, e
10 pg/kg s.c.

As medidas registradas sobre a perna contralateral de animais
tratados com Veiculo foram consideradas como valores da Linha basal.

A duragdo do CMAP (tempo necessario para uma sessdo de
despolarizagdo e uma de repolarizagao) também foi registrada.

Resultados

Medicoes eletrofisiologicas

Laténcia do potencial de acdo muscular do composto (fiqura 6):

Em camundongos tratados com Met-SDF-1a, o valor de laténcia
do potencial de agdo muscular do composto foi significativamente reduzido
no dia 7 e no dia 14 depois de compressdo comparados com um dos ca-
mundongos tratados com veiculo.

Conclusdes

Foi mostrado que Met-SDF-1a restaura a fungdo depois de
compressao do nervo periférico (laténcia do potencial de agdo muscular do
composto ) bem como SDF-1a. .

EXEMPLO 7: Efeito protetor de SDF-1a na neuropatia diabética

Introdugéo
Neuropatia diabética é a complicagdo crénica mais comum do
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diabetes. Os mecanismos subjacentes sdo multiplos e parecem envolver
varias anormalidades metabdlicas inter-relacionadas consequentes a hiper-
glicemia e a deficiéncias de insulina e de peptideo C. A anormalidade preco-
ce mais comum indicativa de neuropatia diabética é disfungdo nervosa as-
sintomatica conforme refletido por redugédo da velocidade de condugdo ner-
vosa (Dyck e Dyck, 1999). Estas alteragbes sdo geralmente seguidas por
uma perda de sensagao de vibragdo nos pés e perda de reflexos dos maléo-
los. Medigbes eletrofisiologicas frequentemente refletem razoavelmente acu-
radamente a patologia subjacente e alteragdes na velocidade de condugao
nervosa se correlacionam com mielinagao de fibras nervosas (para revisédo
vide Sima, 1994).

O rato diabético por estreptozotocina (STZ) é o modelo animal
mais extensivamente estudado de neuropatia diabética. Desenvolve uma
redugao aguda no fluxo sanguineo nervoso (40%) e retardando a velocidade
de condugédo nervosa (20%) (Cameron et al., 1991), seguida por atrofia axo-
nal de fibras nervosas (Jakobsen, 1976). Desmielinazagdo e degeneragao
de fibras mielinadas bem como disjungdo axo-glial sdo vistas com diabetes
de longa duragéo (Sima et al., 1988).

O objetivo primario da presente investigacdo foi explorar o efeito
neuro— e gliaprotetor potencial de SDF-1a sobre o desenvolvimento de neu-
ropatia diabética em ratos-STZ.

Materiais e Métodos

Animais
Ratos machos Sprague Dawley de oito semanas de idade (Jan-
vier, Le Genest Saint Isle, Franga) foram distribuidos aleatoriamente em

6 grupos experimentais (n = 10) conforme mostrado abaixo.

TABELA IV
Grupo (n =10) Tratamentos Vias de ad- Periodo de tra-
ministragéo tamento
(dias p6s-STZ)
Controle / Veiculo Veiculo diariamente s.C. 11 a 40
STZ/ Veiculo Veiculo diariamente s.C. 11.a 40
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Grupo (n =10) Tratamentos Vias de ad- Periodo de tra-
ministragdo tamento

(dias p6s-STZ)
STZ/ SDF-1a. (10 ug/kg) | SDF-1a diariamente S.C. 11 a 40
STZ / SDF-10(30 pg/kg) | SDF-1a diariamente S.C. 11 a 40
STZ/ SDF-1a. (100 ug/kg) | SDF-1a diariamente S.C. 11a40
STZ/1L-6 (10 pg/kg) IL-6 diariamente s.C. 11a40

Eles foram alojados em grupo (3 animais por gaiola) e mantidos
em um ambiente com temperatura controlada (21-22°C) e um ciclo invertido
de luz escuriddo (12 h / 12 h) com alimento e agua disponiveis a vontade.
Todos os experimentos foram realizados de acordo com orientagdes institu-
cionais.

Inducao de diabetes e tratamento farmacoldgico

Foi induzido diabetes por injegéo intravenosa de uma solugdo
tamponada de estreptozotocina (Sigma, L'lIsle d’Abeau Chesnes, Francga) em
uma dose de 55 mg/kg. STZ foi preparada em 0,1 mol/l de tamp3o de citrato
pH 4,5. O grupo de controle recebeu um volume equivalente de tampéao de
citrato. O dia de injegdo de STZ foi considerado como DO. ‘

Em D10 p6s-STZ, foi monitorada a glicemia para cada animal
individual. Animais apresentando um valor abaixo de 260 mg/dl foram exclu-
idos do estudo.

Tratamento com SDF-1a, com IL-6 ou seu veiculo combinado foi
realizado diariamente a partir de D11 até D40.

SDF-1a e IL-6 foram preparados em solugdo salina (0,9% de
NaCl) contendo 0,02% de BSA.

Planejamento de experimentos
- Dia —7: linha basal (EMG)

- Dia 0: indugao pela estreptozotocina

- Dia 7: monitoragao da glicemia
- Dia 11: Inicio do tratamento

- Dia 20: teste de Von Frey

- Dia 25 : monitoragéo do EMG
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- Dia 40: monitoragdo do EMG e teste de HP 52°C
- Dia 41: amostras de nervos ciaticos e de biépsia de pele foram colhidas
para a analise histomorfométrica.

Eletromiografia

Registros eletrofisiolégicos foram realizados usando eletromio-
grafo (Keypoint, Medtronic, Boulogne-Billancourt, Franga). Os ratos foram
anestesiados por injecao intraperitoneal (IP) de 60 mg/kg de cloridrato de
quetamina (Imalgene 500%, Rhéne Mérieux, Lyon. Franca) e 4 mg/kg de xila-
zina (Rompum 2%, Bayer Pharma, Kiel, Alemanha). A temperatura corporal
normal foi mantida a 30°C com uma lampada de calefagdo e controlada por
um termdmetro de contato (Quick, Bioblock Scientific, lllkirch, Franga) colo-
cado sobre a superficie da cauda.

O potencial de agdo muscular do composto (CMAP) foi registra-
do no musculo gastrocnemius depois de estimulagdo do nervo ciatico. Um
eletrodo de referéncia e uma agulha ativa foram colocados na pata traseira.
Uma agulha terra foi inserida no dorso inferior do rato. O nervo ciatico foi
estimulado com um Uunico pulso de 0,2 ms em uma intensidade supramaxi-
ma. A velocidade da onda motora foi registrada.

A velocidade de condugéo nervosa sensorial (SNCV) também foi
registrada. Os eletrodos da pele da cauda foram colocados como se segue:
uma agulha de referéncia inserida na base da cauda e uma agulha de anodo
colocada 30 mm distante da agulha de referéncia em diregao a extremidade
da cauda. Um eletrodo da agulha terra foi inserido entre o anodo e as agu-
lhas de referéncia. O nervo caudal foi estimulado com uma série de
20 pulsos (por 0,2 ms) em uma intensidade de 12,8 mA. A velocidade foi
expressada em m/s.

Analise morfométrica

A analise morfométrica foi realizada ao fim do estudo. Os ani-
mais foram anestesiados por injecdo IP de 60 mg/kg de Imalgéne 500%. Um
segmento de nervo ciatico de 5 mm foi excisado para histologia. O tecido foi
fixado de um dia para o outro com 4% de solugdo de glutaraldeido (Sigma,

L'Isle d’Abeau-Chesnes, Franga) em solugdo tampao de fosfato (pH 7,4) e
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mantido em 30% de sucrose a +4°C até o uso. A amostra de nervo foi fixada
em 2% de solugdo de tetroxido de ésmio (Sigma) em solugdo tampéo de
fosfato por 2 horas, desidratada em solugdo alcodlica serial, e embutida em
Epon. Tecidos embutidos foram em seguida colocados a +70°C durante
3 dias de polimerizagdo. Segdes transversas de 1,5 pm de espessura foram
obtidas usando um micrétomo. As sec¢des foram coradas com uma solugéo a
1% de azul de toluidina (Sigma) por 2 min, desidratadas e montadas em Eu-
kitt.

Foi realizada analise sobre toda a superficie da se¢éo de nervos
usando um software de analise de imagem digital semiautomatizado (Bio-
com, Franga). Uma vez que objetos estranhos tinham sido eliminados, o
software reportou o numero total de fibras mielinadas. O nimero de fibras
degeneradas foi em seguida contado manualmente por um operador. Fibras
mielinadas sem axdnios, mielina redundante e fibras apresentando bainhas
com espessura larga demais em relacao a seu didmetro axonal foram consi-
deradas como fibras sofrendo processos de degeneragdo. O numero de fi-
bras ndo degeneradas foi obtida por subtragao do niumero de fibras degene-
radas.

Analise morfolégica foi realizada somente sobre fibras conside-
radas como ndo degeneradas. Para cada fibra, as medidas axonais e da
mielina foram reportadas em area superficial (um?). Estes dois parametros
foram usados para calcular a area equivalente de proporg¢ao g (didametro a-
xonal / diametro da fibra) de cada fibra (i.e., [A/(A+M)]*°, A = area axonal, M
= area de mielina), indicativa da espessura relativa da bainha de mielina.

Além disso, uma area de pele de 5 a 10 mm de diametro foi bi-

opsiada por pungao da pata traseira. Amostras de pele foram imediatamente

fixadas de um dia para o outro em paraformaldeido a 4°C, incubadas (de um
dia para o outro) em 30% de sacarose em 0,1 M de PBS para crioprotegao,
embutidas em OCT e congeladas a —80°C até criocorte.

Criossecdes de 50 um de espessura foram em seguida cortadas
verticais a superficie da pele com um criostato. Segdes de livre flutuagao

foram incubadas por 7 dias em um banho de produto genético antiproteina
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de coelho 9.5 (1:10000; Ultraclone, Isle of Man, Reino Unido) a 4°C. As se-
¢Oes foram em seguida processadas para revelar imunorreatividade de a-
cordo com o0 método da ABC peroxidase. Em resumo, elas foram incubadas
por 1 hora com anticorpo anti-cabra biotinilado (1:200), em seguida 30 min
no complexo biotinilado com avidina em temperatura ambiente. A atividade
da peroxidase foi visualizada usando o sistema DAB. As se¢des foram em
seguida contracoradas com eosina ou hematoxilina. As segdes foram desi-
dratadas, limpas com bioclear e montadas sobre eukitt. Fotos de campos
microscopicos foram realizadas em vista de ampliagdo de 20x de poténcia
usando camera digital Nikon em distancia focal de 12,9 mm. O nimero de
nervos intraepidérmicos sobre 3 campos microscépicos de 0,22 pm?
(544 x 408 ym) cada foi contado pelo experimentador na tela do computa-
dor.

Analise de dados

Andlise global dos dados foi realizada usando um fator ou anali-
se de medida repetida da variancia (ANOVA) e ANOVA one-way. Quando
ANOVA indicou diferenca significativa, Diferengca Menos Significante Prote-
gida de Fisher foi usada como teste post-hoc para comparar grupos experi-
mentais com o grupo de ratos diabéticos tratados com o veiculo. O nivel de
significancia foi determinado em p <0,05. Os resultados sdo expressados
como média * erro padrdo da média (s.e.m.).

Resultados

Peso corporal

Em contraste com ratos ndo-diabéticos apresentando um cres-
cimento progressivo, ratos diabéticos demonstraram uma importante parada
do crescimento (Figura 7A).

Tratamento com SDF-1a. ou com IL-6 foi associado a aumento
ligeiro mas significativo no peso corporal de ratos diabéticos tratados com
veiculo.

Glicemia
No dia 7 p6s-STZ, todos os ratos que receberam STZ apresenta-

ram glicemia 5 vezes maior do que os ratos de controle (Figura 7B).
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Medicoes eletrofisioldgicas

1. Laténcia para potencial de agao muscular do composto

A laténcia do potencial de agao muscular do composto foi signifi-
cativamente prolongada em ratos diabéticos em D25 comparada com a de
ratos nao-diabéticos (figura 7C). Tratamento com SDF-1a ou com IL-6 indu-
ziu uma redugao significativa na laténcia do potencial de agdo muscular do
composto de ratos diabéticos comparada com a de ratos diabéticos tratados
com veiculo.

Perfil similar de resultados foi observado em D40 p6s-STZ.
2. Velocidade de conducgao nervosa sensorial

Em D25, ratos diabéticos tratados com veiculo demonstraram
uma velocidade de condugéo nervosa sensorial significativamente reduzida
comparados com ratos nao-diabéticos (Figura 7D). Tratamento com SDF-1a
ou com IL-6 melhorou significativamene a performance da velocidade de
condugéo nervosa sensorial de ratos diabéticos. O melhor efeito foi observa-
do com as doses de tratamento de 10 e 30 pg/kg e foi comparavel com o
efeito associado a tratamento com IL-6.

Perfil similar de resultados foi observado em D40 p6s-STZ.

Analise morfométrica

1. proporgio g (espessura de mielina relativa)

A proporgao g de ratos diabéticos recebendo veiculo foi signifi-
cativamente aumentada comparada com a de ratos nao diabéticos (Figu-
ra 7E), sugerindo um adelgacamento da bainha de mielina em ratos diabéti-
cos. O tratamento de ratos diabéticos com SDF-1a. reduziu significativamen-
te a proporgao g comparados com grupo tratado com STZ / Veiculo, especi-
almente para as doses de 10 ou 30 pg/kg. Na dose de 100 pg/kg, a redugao
no valor da proporgao g nao atingiu o nivel de significancia.

Tratamento com IL-6 também induziu uma redugdo significativa
no valor da proporgéo g.

2. Numero de Fibras degeneradas

Ratos diabéticos recebendo veiculo apresentaram proporgao

significativametne maior de fibras degeneradas do que ratos ndo-diabéticos
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(figura 7F). Ao invés, a proporcao de fibras ndo-degeneradas em ratos dia-
béticos foi significativamente reduzida comparada com a de ratos nao-
diabéticos (figura 7F). O tratamento de ratos diabéticos com SDF-1a apre-
sentou redugao de populagao de fibras degeneradas. O melhor efeito foi as-
sociado com a menor dose implementada (10 pg/kg) e atingiu o nivel de sig-
nificancia.

Uma populagdo de fibras degeneradas significativamente redu-
zidas também foi observada em ratos diabéticos tratados com IL-6.

Conforme mostrado na Figura 7G, ratos diabéticos recebendo
veiculo apresentaram densidade de fibras nervosas intra-epidermais signifi-
cativamente reduzida comparados com ratos ndo diabéticos. O tratamento
de ratos diabéticos com SDF-1a foi associado a densidade significativamen-
te maior de fibras nervosas dérmicas do que tratamento com o veiculo. O
efeito observado foi comparavel com o induzido por tratamento com IL-6.
Conclusdes

No presente estudo, é desejado avaliar o efeito neuro- e gliapro-
tetor de SDF-1a sobre o desenvolvimento de neuropatia relacionada a dia-
betes. Foram conduzidas investigagdes sobre neuropatia relacionada a dia-
betes induzida por STZ no rato. Similarmente a situagao clinica de neuropa-
tia diabética, uma condugdo nervosa sensorial prejudicada detectada tio
cedo quanto no dia 7 p6s-STZ é o primeiro sinal para indicar neuropatia exis-
tente neste modelo, a qual esta de acordo com evidéncias de desmielinagao
e/ou degeneragdo axonal observadas nos momentos posteriores (Andriam-
beloson et al., 2006). Um estudo prévio demonstrou que o tratamento de
STZ-ratos com baixa dose de IL-6 impediu a progresséo de neuropatia neste
modelo sem interferir com o desenvolvimento de glicemia (Andriambeloson
et al., 2006).

No presente estudo, descobriu-se que a administragdo cronica
de SDF-1a (10, 30 e 100 ug/kg) melhora o desempenho sensorimotor de
ratos diabéticos (escores de laténcia da velocidade de condugdo nervosa
sensorial e do potencial de agao muscular do composto) dentro de cerca de

2 semanas de tratamento. O melhor efeito foi obtido com a dose de trata-
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mento de 10 ou 30 pg/kg, apresentando eficiéncia comparavel a 10 pg/kg de
IL-6. ALém disso, foi visto que tratamento com SDF-1a. nestas doses previne
acentuadamente a perda de mielina associada com este modelo. Como a
qualidade da bainha de mielina € um importante componente para 6timal
condug&o nervosa, a conservagédo do tamanho da bainha de mielina pode,
de fato, explicar em parte a melhora na fungdo nervosa de ratos diabéticos
recebendo tratamento com SDF-1a. Além disso, também foi observado que
SDF-1a reduz a populagéo de fibras sofrendo degeneragdo axonal no nervo
ciatico.

Similarmente a situagao clinica de neuropatia diabética apresen-
tando correlagdo entre a presenca e a gravidade de neuropatia e degenera-
¢ado de fibras nervosas intra-epidérmicas de bidpsia da pele (Herrmann et al.,
1999; Smith et al., 2001), neuropatia diabética em ratos induzida por STZ
também demonstra que sinais clinicos de neuropatia neste modelo animal foi
fortemente correlacionada com a redugdo na densidade de fibras nervosas
intraepidérmicas. De acordo com os achados acima, o presente estudo mos-
trou que ratos diabéticos tratados com veiculo demonstram importante redu-
¢ao na densidade de fibras nervosas intraepidérmicas. Este fenédmeno foi
prevenido acentuadamente pelo tratamento com SDF-1a ou éom IL-6 e por-
tanto adicionalmente corroborando o efeito neuroprotetor de SDF-1a com
respeito a lesdo de nervos induzida por diabetes.

Conjuntamente, os achados acima indicam efeito neuroprotetor
de tratamento com SDF-1a. no modelo de neuropatia diabética de rato. SDF-
1o € um candidato interessante no desenvolvimento de terapia de tratamen-
to para neuropatia diabética clinica.

EXEMPLO 8 : Efeito protetor de SDF-1a na dor neuropatica

Introdugéo
A causa precipitante mais comum de dor neuropatica é diabetes

particularmente onde o controle da glicose sanguinea é insatisfatorio. Apro-
ximadamente 2 a 24% dos pacientes com diabetes experimentam dor neu-
ropatica. A dor neuropatica diabética pode ocorrer ou espontaneamente,

como um resultado da exposigdo a estimulos normaimente moderadamente
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dolorosos (isto &, Hiperalgesia), ou a estimulos que ndao sdo normalmente
percebidos como sendo dolorosos (isto €, Alodinia). Uma série de anomalias
na percepcao de dor foram demonstradas no modelo da estreptozotocina
(Hounsom e Tomlinson, 1997) no estagio inicial do diabetes. Por exemplo,
retragdo provocada por formalina € exagerado em ratos tratados com STZ
comparados com animais controle. Além disso, o desenvolvimento de alodi-
nia tatil foi reportado neste modelo animal de diabetes (Calcutt et al., 1995,
1996). No ultimo estagio quando persiste a hiperglicemia (Bianchi et al.,
2004), a extensao do limiar de placa quente foi reportada como anormalida-
de comportamental em ratos diabéticos.

Materiais e Métodos

Animais
Ratos Sprague Dawley machos de oito semanas de idade (Jan-
vier, Le Genest Saint Isle, Franga) foram distribuidos aleatoriamente em

6 grupos experimentais (n = 10) conforme mostrado abaixo.

TABELAV

Grupo (n = 10) Tratamentos Vias de ad- Periodo de tra-
ministracédo tamento

(dias pds-STZ)
Controle / Veiculo Veiculo diariamente s.C. 11a40
STZ/Veiculo Veiculo diariamente s.C. 11a40
STZ/SDF-1a. (10 pg/kg) SDF-1a diariamente S.C. 11 a 40
STZ/SDF-1a. (30 ug/kg) SDF-1a diariamente S.C. 11 a 40
STZ/SDF-1a. (100 pg/kg) | SDF-1a diariamente S.C. 11a40
STZ/IL-6 (10 pg/kg) IL-6 diariamente S.C. 11a40

Eles foram alojados em grupo (3 animais por gaiola) e mantidos
em um ambiente com temperatura controlada (21-22°C) e um ciclo invertido
de luz / escuridado (12h/12h) com agua e alimento disponiveis & vontade. To-
dos os experimentos foram realizados de acordo com orientagées institucio-
nais.

Inducao de diabetes e tratamento farmacoldgico

Diabetes foi induzido por inje¢@o intravenosa de uma solugao
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tamponada de estreptozotocina (Sigma, L’Isle d’Abeau Chesnes, Franga) em
uma dose de 55 mg/kg. STZ foi preparada em 0,1 mol/l de tamp3ao de citrato
pH 4,5. O grupo controle recebeu um volume equivalente de tampao de ci-
trato. O dia da injegdo de STZ foi considerado como DO.

No D10 pds-STZ, foi monitorada a glicemia para cada animal
individual. Animais apresentando um valor abaixo de 260 mg/dl foram exclu-
idos do estudo.

Tratamento com SDF-1a, com IL-6 ou seu veiculo combinado foi
realizado em base diaria a partir de D11 até D40.

SDF-1a e IL-6 foram preparados em solugdo salina (0,9% de
NaCl) contendo 0,02% de BSA.

Planejamento dos experimentos

- Dia 0: indugéo pela estreptozotocina

- Dia 7: monitoragao da glicemia

- Dia 11: Inicio do tratamento

- Dia 20: teste de Von Frey

- Dia 40: monitoragdo do EMG e teste de placa quente a 52°C

Teste do filamento de Von Frey

O rato foi colocado sobre um piso de grade méta’lica. O teste
nociceptivo foi feito inserindo o filamento de Von Frey (Bioseb, Franga) atra-
vés do piso de grade e aplicando este na superficie plantar da pata traseira.
Uma prova consistiu em varias aplicagdes dos diferentes filamentos de von
Frey (em uma frequéncia de 1 a 1,5 s). Os filamentos de Von Frey foram
aplicados a partir do filamento de 10 g até 180 g. A pressdo que produz uma
retirada brusca da pata traseira foi considerada como valor-limite. O valor de
corte foi determinado para 180 g.

Teste de placa quente a 52°C

O animal foi colocado dentro de um cilindro de vidro sobre uma
placa' quente ajustada para 52°C. A laténcia da primeira reacgdo foi registrada
(lambida, movimento brusco das patas, pequenos saltos ou um salto para
fugir do calor) com um tempo de corte de 30 s.

Resultados
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Filamento de Von Frey

No dia 20 p6s-STZ, ratos diabéticos tratados com veiculo apre-
sentaram limiar significativamente menor no teste de Von Frey do que ratos
nao-diabéticos (figura 8A).

O tratamento com SDF-1a ou com IL-6 induziu um aumento sig-
nificativo no valor limite de ratos diabéticos comparado com o escore de ra-
tos diabéticos tratados com veiculo. Os valores limites de ratos tratados com
SDF-1a ou IL-6 ndo foram estatisticamente diferentes dos de ratos néo-
diabéticos.

Teste de placa quente a 52°C

Em D40 p6s-STZ, ratos diabéticos recebendo tratamento com
veiculo demonstraram limiar de laténcia significativamente maior no teste de
placa quente comparados com ratos nao diabéticos (figura 8B).

O tratamento de ratos diabéticos com SDF-1a ou com IL-6 redu-
ziu significativamente o limiar de laténcia de ratos diabéticos para um nivel
estatisticamente comparavel com o de ratos ndo-diabéticos.

Conclusdes

Foram avaliados os comportamentos de ratos em resposta a
filamento de Von Frey (estimulagdo mecanica) e a calor (52°C), em D20 e
D40, respectivamente. Nestes dois testes, ratos diabéticos tratados com
SDF-1a obviamente apresentaram diferenga de comportamento comparados
com os ratos tratados com o veiculo e seu escore se tornou comparavel com
o de ratos ndo-diabéticos.

Estes resultados parecem estar de acordo com os achados ele-
trofisioldgicos e histoldgicos e sugerem que SDF-1a também pode ser prote-
tor na dor neuropatica.

EXEMPLO 9: Associagdo genética entre gene SDF-1 e MS progressiva pri-

maria

Materiais e Métodos

Conjuntos de pacientes e controles

O estudo compreendeu um conjunto de pacientes ndo relacio-

nados & MS progressiva primaria (MSPP). Todos os individuos no estudo
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eram Caucasianos da ltalia. Pacientes e controles da Sardenha foram des-
cartados.

Foram incluidos 197 pacientes com curso progressivo. 141 tive-
ram uma progressao de sintomas neuroldgicos a partir do inicio da doenga,
sem recaidas (Progressiva Primaria); 39 tiveram um curso progressivo com
recaidas sobrepostas (Recorrente Progressiva); 17 tiveram um curso pro-
gressivo iniciando muitos anos depois de um ataque isolado (Progressiva de
Unico ataque). A populagédo de controle compreendeu 234 controles sauda-
veis ndo relacionados dos mesmos antecedentes étnicos que a populagdo
do caso.

O grupo de casos teve uma proporgao sexual de 1,05 (101 Fé-
meas e 96 Machos) e uma idade média no inicio de 39,2 [19-65] anos. O
grupo de controles incluiu 234 individuos, com uma propor¢cdo sexual de
1,03 ( 119 Fémeas e 115 Machos) e uma idade médida de 40,4 [19-70] a-
nos.

GENOTIPAGEM

Métodos para andlise de Genoma Inteiro: método Affymetrix

250 ng (5 pl) de DNA de cada amostra foi digerido em paralelo
com 10 unidades de enzimas de restricdo Nsp | e Sty | (New England Bio-
labs, Beverly, MA) por 2 horas a 37°C. Oligonucleotideos adaptadores espe-
cificos de enzimas foram em seguida ligados sobre as extremidades digeri-
das com T4 DNA Ligase por trés horas a 16°C. Depois de diluigdo com a-
gua, 5 ul das reagdes de ligagao diluida foram submetidos a PCR. PCR foi
realizada com Titanium Taq DNA Polymerase (BD Biosciences, San Jose,
CA) na presenga de 25 uM de iniciador de PCR 002 (Affymetrix), 350 uM
cada dNTP, Betaina a 1 M (USB, Cleveland, OH), e tampéao 1X Titanio Taq
PCR (BD Biosciences). Os parametros de ciclagem foram como se segue,
desnaturagao inicial a 94°C por 3 minutos, amplificagdo a 94°C por 30 se-
gundos, 60°C por 30 segundos e extensdo a 68°C por 15 segundos repetida
um total de 30 vezes, extenséo final a 68°C por 7 minutos. Produtos de PCR
das trés reagdes foram combinados e purificados com as placas de purifica-
¢ao por UF PCR de 96 cavidades MinElute (Qiagen, Valencia, CA) de acor-
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do com as instrugdes do fabricante. As amostras foram coletadas em tubos
de microcentrifuga e centrifugadas a 16.000 x g por 10 minutos.

O produto purificado foi recuperado do tubo tomando cuidado
especial para ndo agitar o pélete branco semelhante a gel de fosfato de
magnésio. Em seguida, foram verificados produtos de PCR que migram em
um tamanho médio entre 200 e 800 bps usando eletroforese por gel TAE a
2%. Sessenta microgramas de produtos de PCR purificados foram em se-
guida fragmentados usando 0,25 unidade de DNAse | a 37°C por 35 minu-
tos. Completa fragmentagao dos produtos para um tamanho médio de me-
nos de 180 bps foi verificada usando eletroforese por gel TAE a 2%. Depois
de fragmentagdo, o DNA foi marcado na extremidade com 105 unidades de
desoxinucleotidil transferase terminal a 37°C por 2 horas. O DNA marcado
foi em seguida hibridizado sobre o ensaio Mendel respectivo a 49°C por 18
horas a 60 rpm. O ensaio hibridizado foi lavado, corado, e escaneado de
acordo com as instrugdes do fabricante (Affymetrix).

Foram obtidas analises de gendétipo usando o algoritmo DM em
um Valor de p de 0,33 seguido por uma analise em série usando o algoritmo
BRLMM seguindo especificagdes da Affymetrix.

Filtragem de SNP

SNPs foram filtrados com os seguintes critérios:

- O indice de genotipos ausente deve ser < 5%

- A Frequéncia de Alelo Minima (MAF) deve ser > 1% nos con-
troles

- A probabilidade ndo estando em equilibrio de Hardy-Weinberg
deve ser < 2% nos controles

- O SNP deve ser polimérfico nos casos
Somente SNPs de cromossomas autossémicos foram mantidos para analise

Analise Estatistica

Método:
O FDR (falso indice de descoberta) foi estimado com 10.000
permutagdes com os seguintes testes univariados (usando testes exatos

com estatistica de Pearson) para cada populagao:
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- Teste alélico

- Teste genotipico

- Minimo de teste alélico e genotipico (abreviado ‘min’)

- Maximo de teste alélico e genotipico (abreviado ‘max’)
Resultados

Filtragem de SNP e cobertura gendmica

Aplicando os filtros definidos acima reduziu o nimero de SNPs

remanescentes conforme mostrado na Tabela Vi:

TABELA Vi
Varredura no. total de no. de SNPs de- % remanes-
SNPs pois de filtragem cente
casos de MSPP vs. 497.641 323.664 65 %
controles de MS ‘
FDR

Os resultados de FDR s&do mostrados na figura 9
Em um limiar de FDR de 10%, os SNPs e genes foram selecio-

nados conforme mostrado na Tabela VII.

TABELA VI
Varredura no. deno. deno. de ge- no. de recom-
SNPs BINs nes pensas
MSPP vs controles 78 72 62 10

Um SNP (SNP_A-2185631) foi selecionado no gene SDF-1
(CXCL2) (vide a figura 10.)
Olhando as tabelas de contingéncia, pode-se ver que a associa-

¢ao vem da distribuicdo diferencial do alelo C nas populagdes de casos e

controle.
TABELA VIll
MSPP vs controles
Gendtipos casos Controles
CC 2,2% 0,0%
CG 22,8% 7,4%
GG 75,0% 92,6%
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Uma bioanalise detalhada da regido em torno deste SNP mostra
que esta localizado em um intron de novas isoformas de SDF-1 descobertas
recentemente, conforme descrito a seguir:

De acordo com Ensembl, o qual somente identificou as duas iso-
formas SDF-1 alfa e SDF-1 beta, SNP_A-2185631 esta localizado 25 kb a
jusante do gene SDF-1 (também conhecido como CXCL12). Nenhum gene
esta localizado mais préoximo a SNP_A-2185631.

SDF-1 esta localizado sobre o cromossoma 10 (44,192,517-
44,200,551, NCBI estrutura 35) e spans 8 kb.

Uma anotagao da sequéncia gendmica foi realizada de modo a
saber se 0 SNP_A-2185631 pode ser relacionado com o gene SDF-1 ou
com outro gene adjacente.

Em bancos de dados de sequéncias, foram descobertas varian-
tes de jungdo ndo descritas em Ensembl: SDF-1 gama, SDF-1 delta, SDF-1
épsilon e SDF-1 fi. Todas as variantes de jungdo tém os mesmos primeiros 3
éxons. O ultimo éxon de SDF-1 épsilon e SDF-1 fi estdo localizados 72 kb a
jusante (vide a figura 11). Estas novas sequéncias foram submetidas ao
NCBI em junho de 2006 pelos "Lilly Research Laboratories, Cardiovascular
Division, Cancer Division and Integrative Biology, Eli Lilly and Company, In-
dianapolis, IN 46285, EUA". Os cDNA (DQ345520 e DQ345519) codificando
estas duas isoformas contém sitios de jungdo candnicos, um sinal de poliadeni-
lagdo e uma cauda polyA (ndo encontrados sobre a sequéncia genémica).

Como todas as variantes de jungdo tém os mesmos primeiros
trés éxons, as 6 isoformas tém a mesma parte N-ter (88 aminoacidos).

Portanto, uma bioanalise detalhada da regido em torno de
SNP_A-2185631 mostrou que:

- 0 gene SDF-1 é mais longo do que esperado: 87 kb ao invés
de 8kb

- 0 SNP de interesse (SNP_A-2185631) esta no gene SDF-1,
localizado no ultimo intron de SDF-1 épsilon e SDF-1 fi (vide a figura 12).

Portanto se concluiu que o gene SDF-1 esta associado com es-

clerose multipla progressiva primaria.
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REIVINDICACOES

1. Uso de SDF-1 ou um agonista de atividade de SDF-1, carac-
terizado pelo fato de que é fabricagdo de um medicamento para o tratamento
e/ou a prevengao de uma doenga neurologica.

2. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato
de que é SDF-1 é SDF-1a.

3. Uso de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato
de que é SDF-1 € uma variante SDF-1a.

4. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato
de que a doencga neuroldgica esta associada a inflamagao.

5. Uso de acordo com a reivindicagao 4, caracterizado pelo fato
de que a inflamagao é neuroinflamacgao.

6. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5,
caracterizado pelo fato de que a doenga neurologica é selecionada entre o
grupo consistindo em lesdo nervosa traumatica, derrame, doengas desmieli-
nizantes do SNC ou do SNP, neuropatias.

7. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6,
caracterizado pelo fato de que a doenca neurolégica € uma neuropatia peri-
férica.

8. Uso de acordo com a reivindicégéo 7, caracterizado pelo fato
de que a neuropatia periférica € neuropatia diabética ou dor neuropatica.

9. Uso de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado pelo fato
de que a lesdo nervosa traumatica compreende trauma de um nervo periféri-
co.

10. Uso de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado pelo fato
de que a lesdo nervosa traumatica compreende trauma da medula espinhal.

11. Uso de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado pelo fato
de que a doenga desmielinizante é esclerose multipla (MS).

12. Uso de acordo com a reivindicagéo 11, caracterizado pelo
fato de que a doenga desmielinizante é esclerose mdultipla progressiva prima-
ria (MS) ou esclerose multipla progressiva secundaria (MS).

13. Uso de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado pelo fato
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de que a doenga desmielinizante & selecionada entre esclerose multipla in-
flamatoria cronica, polineuropatia desmielinizante (CIDP) e sindrome de
Guillain-Barré (GBS).

14. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 13,

caracterizado pelo fato de que SDF-1 é selecionada entre o grupo consistin-

do em:

(a) um polipeptideo compreendendo aminoacidos de SEQ ID
NO: 1

(b) um polipeptideo compreendendo aminoacidos de SEQ ID
NO: 4

(c) um polipeptideo compreendendo aminoacidos de SEQ ID
NO: 7

(d) um polipeptideo de (a) a (c) compreendendo adicionalmente
uma sequéncia de sinal, preferencialmente aminoacidos de SEQ ID NO: 5

(e) uma muteina de qualquer um de (a) a (d), em que a sequén-
cia de aminoacidos tem pelo menos 40 % ou 50 % ou 60 % ou 70 % ou 80
% ou 90 % de identidade com pelo menos uma das sequéncias em (a) a (c);

(f) uma muteina de qualquer um de (a) a (d) a qual é codificada
por uma sequéncia de DNA a qual hibridiza ao complemento da sequéncia
de DNA nativa codificando qualquer um de (a) a (c) sob condigdes altamente
estringentes;

(g) uma muteina de qualquer um de (a) a (d) em que quaisquer
alteragdes na sequéncia de aminoacidos sédo substituicbes de aminoacidos
conservativas para as sequéncias de aminoacidos em (a) a (c);

(h) um sal ou uma isoforma, proteina fundida, derivado funcional,
ou fragao ativa de qualquer um de (a) a (d).

15. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 14,
caracterizado pelo fato de que SDF-1 é fundido a uma molécula de veiculo,
um peptideo ou uma proteina que estimula o cruzamento da barreira san-
guinea cerebral. |

16. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 15,

caracterizado pelo fato de que o SDF-1 é PEGuilado.
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17. Uso de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado pelo
fato de que a proteina fundida compreende uma fusdo de imunoglobulina
(19).

18. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 17,
caracterizado pelo fato de que o medicamento compreende adicionalmente
um interferon e/ou osteopontina e/ou clusterina, para uso simultdneo, se-
quencial, ou separado.

19. Uso de acordo com a reivindicagdo 18, caracterizado pelo
fato de que o interferon é B-interferon.

20. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagées 1 a 19,
caracterizado pelo fato de que o SDF-1 é usado em uma quantidade de cer-
ca de 0,001 a 1 mg/kg de peso corporal, ou cerca de 0,01 a 10 mg/kg de
peso corporal ou cercade 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 ou 1 mg/kg de peso corporal
ou cerca de 0,1 a 1 mg/kg de peso corporal.

21. Uso de uma molécula de acido nucleico, caracterizado pelo
fato de que é para fabricacdo de um medicamento para o tratamento e/ou a
prevencdo de uma doenga neurolégica, em que a molécula de acido nuclei-
co compreende uma sequéncia de acido nucléico de SEQ ID NO: 6 ou uma
sequéncia de acido nucléico codificando um polipeptideo compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos selecionada entre o grupo consistindo em:

(a) polipeptideo compreendendo aminoacidos de SEQ ID NO: 1

(b) um polipeptideo compreendendo aminoéacidos de SEQ ID
NO: 4 N

(c) um polipeptideo compreendendo aminoacidos de SEQ ID
NO: 7

(d) um polipeptideo de (a) a (c) compreendendo adicionalmente
uma sequéncia de sinal, preferencialmente aminoacidos de SEQ ID NO: 5

(e) uma muteina de qualquer um de (a) a (d), em que a sequén-
cia de aminoacidos tem pelo menos 40 % ou 50 % ou 60 % ou 70 % ou 80
% ou 90 % de identidade com pelo menos uma das sequéncias em (a) a (c);

(f) uma muteina de qualquer um de (a) a (d) a qual é codificada

por uma sequéncia de DNA a qual hibridiza ao complemento da sequéncia
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de DNA nativa codificando qualquer um de (a) a (c) sob condigdes altamente
estringentes;

(g) uma muteina de qualquer um de (a) a (d) em que quaisquer
alteragcBes na sequéncia de aminoacidos sdo substituicdes de aminoacidos
conservativas para as sequéncias de aminoacidos em (a) a (c);

(h) um sal ou uma isoforma, proteina fundida, derivado funcional,
ou fragdo ativa de qualquer um de (a) a (d).

22. Uso de acordo com a reivindicagdo 21, caracterizado pelo
fato de que a molécula de acido nucleico compreende adicionalmente uma
sequéncia de vetor de expressao.

23. Uso de um vetor para induzir e/ou reforgar a produgao endoé-
gena de SDF-1, ou um agonista de atividade de SDF-1, em uma célula, ca-
racterizado pelo fato de que é na fabricagdo de um medicamento para o tra-
tamento e/ou a prevengao de uma doenga neurolégica.

24. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicages 21 a
23, caracterizado pelo fato de que é para terapia genética.

25. Uso de uma célula que tenha sido modificada geneticamente
para produzir SDF-1, ou um agonista de atividade de SDF-1, caracterizado
pelo fato de que é na fabricagdo de um medicamento para o tratamento e/ou
a prevengao de uma doenga neurologica.

26. Composigao farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende SDF-1, ou um agonista de atividade de SDF-1, e um interferon,
opcionalmente junto com um ou mais excipientes farmaceuticamente aceita-
veis, para tratamento e/ou prevengédo de uma doenga neurolégica.

27. Composi¢ao farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende SDF-1, ou um agonista de atividade de SDF-1, e osteopontina,
opcionalmente junto com um ou mais excipientes farmaceuticamente aceita-
veis, para tratamento e/ou prevengao de uma doenga neurolégica periférica.

28. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende SDF-1, ou um agonista de atividade de SDF-1, e clusterina,
opcionalmente junto com um ou mais excipientes farmaceuticamente aceita-

veis, para tratamento e/ou prevencao de uma doenga neurolégica periférica.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "USO DE SDF-1 PARA O TRATAMENTO E/OU PRE-
VENGAO DE DOENGAS NEUROLOGICAS E COMPOSIGAO FARMA-
CEUTICA".
A presente invengao refere-se ao uso de SDF-1, ou de um ago-
nista de atividade de SDF-1, para o tratamento e/ou a prevengdo de uma

doenga neuroldégica.
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